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Acides nucleiques et polypeptides exprimes 
sp6cifiquement dans ies cellules de la zone de transfert 
d'un grain de plante et leurs applications 

s La prisente invention conceme des acides nucleiques exprinrt^s. 

sp6cifiquement dans la zone de transfert tfuh grain de plante, de 
preference des acides nucieiques constitutlfs des gdhes DD1-a et DD1-b 
du maYs. 

Uinvention est 6galement relative a des vecteurs recombinants 
10 de clonage et/ou d'expression comprenant un acide nucl§ique selon 
I'Invention ainsi qu'^ des cellules hdtes transform^es par un acide 
nucieique ou un vecteur recombinant de invention, en partlculier des 
cellules hdtes d'origine vSgiStale. 

' ^Invention a §galement pour objet une plante transform6e par 
IS un acide nuci6ique ou un vecteur recombinant tel que dSfinl cl-dessus 
ainsi que leurs proc^dds d'obtention. 

Uinvention a egalement trait ^ un polypeptide code par un acide 
nucteique.selon invention. 

20 DESCRIPTION DE UETAT DE LA TECHNIQUE 

Les angiospennes. ou plantes d fleurs, se caractdrisent par leur 
mode de reproduction' sexu§ par double fScondation. Deux gamdtes 
mdles sent transport's par le tube polllnique et p§n6trent dans i'ovule, 

25 puis dans le sac embryonnalre. Tandis que Fun va f'oonder Toosphgre 
pour donner un embryon dIploYde, Tautre s'unit aux deux noyaux polalres 
de la cellule centrale, permettant ainsi la formation d'un deuxieme 
organlsme, celul-ci triploTde, appele albumen ou embryon accessoire. 
Pendant la phase pr6coce de d6veloppement, de 0 a 12 JAP Oour apr^s 

.30 pollinisation), apr^s un d6veloppement syncitial, Taibumen se cellularise, 
et des ten-itoires cellulaires se differenclent au sein de cet organlsme 
principalement en quatre zones. L'une de pes zones est Talbumen 
amylacS, qui k maturite occupe envirion les deux tiers du volume du grain 
et est un lieu de stockage des diff'rentes substances de reserve dont 

35 Tamidon. Une seconde zone princlpale est la couche k aleurone,. 
constitute des cellules k la p6riph§rie de I'albumen et qui synthttise des 
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enzymes hydrolytiques essentieiles iors de la mobilisation des reserves 
necessaires h la gemnination. Une troisi^me zone principale est la zone 
ESR (« embryo surrounding region ») qui entoure rembryon, puis se 
limite au pourtour du suspenseur S partir de sept JAP et est formee de 
5 petites cellules au cytoplasms dense qui serait impliqu6 dans ie transfert . 

de mStabolltes vers Tembryon. 
^ La quatridme zone principale oonsiste \en la zone de transfert 

qui permet ie passage de nutriments depuis les tissue matemels Jusqu'd 
I'albumen et I'embryon en d^vdioppement 
10 C'est iors de la phase prScoce du dSveloppement que se 

rhettent en place les structures majeures qui constitueront Ie futur grain. 
Or, tr^s peu de gdhes specifiques de cette pliase sont connus, et leur 
fonctlon n'a pas 6t6 d6termin§e, 

l-a zone de transfert est I'endrolt clef qui pr6slde au contr6le de 
15. la quantity et/ou. de ia quaiit§ des metabolites qui transitent de la piahte 
m§re vers Ie grain, 

II existe un besoin dans I'dtat de la technique de disposer de 
sequences r^gulatrices s*exprimant de manidre prdponddrante; 6u mdme 
de mahidre exclusive, dans ia zone de transfert, qui pulssent §tre 
20 int^r§es dans des cassettes d'expression comprenant de telles 
sequences rSguiatrices contr6lant Texpression d'uh g&ne d'int§rgt, afin 
de modifier quaiitativement ou quantitativement ie contenu en 
metabolites de Talbumen du grain, en vue de I'obtention de grains 
matures, en particulier de cer6aies, ayant des caracteristlques de 
25 constitution am6lior§es, par exemple nutritives ou industrielles. 

II existe Sgalement un besoin dans T^tat de la technique 
didentlfier des prot6ines exprimees sp6cifiquement dans la zone de 
transfert pendant la formation de I'aibumen, qui sont susceptibles .d'§tre 
impliqutes dans le passage de nutrirhents de la plante nndre vers 
30 i'aibumen en ddveioppement, et dont une modulation de fexpression 
pemiettralt de conb^ler la quality ou ia quantity de nutriments pr^sente 
dans I'aibumen du grain mature. 

A la connaissance du demandeur, seules quelques protSines. 
ont 6te d6crites dans r^tat de ia technique comme 6tant exprimfees de 
35 mani^re pr6pond6rante dans la zone de transfert du grain. Uarticle de 
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HUEROS et ah (1999a) conceme T^tude de Texpresslon du g6ne BETL1 
de maYs et divulgue qu'une sequence de 985 bp localisee en amoht du 
gene BETUa peut controler Texpresslon d'un g6ne rapporteur dans des 
plants de maTs transg^niques. Toutelbis, la sequence nuddotidlque du 
5 promoteur du g§ne BETLIa n'est pas dScrite dans cet article. 

Uarticle de HUEROS et al. (1995) dScrit la prot^ine BETL1 
ayant une sequence de 85 addes amlrite de longueur, ainsi que la 
sequence nudtotldlque codant pour cette prot6lne et.montre Texpression 
du g§ne BETL1 dans les cellules de transfer! de rendosperme du ma'is. 
10 Cet article divulgue la sequence de I'ARN messager qui constitue le 
prodult de transcription du g^ne BETL1 mais ne d6crit aucune sequence 
g6nomique de ce gdne. 

Uartide de HUEROS et al, (1999b) pr^sente la sequence en 
acldes amin6s des proteines BETL-2, BETL-3 et BETL-4 qui sent 
15 6galement expilmSs principalement dans la zone de transfert du grain. 
Get article d§crit Sgalennent de courtes sequences nud^otidiques 
partielles localis6es en amont de ces gSnes susceptibles d'intervenir 
dans la r§gulation de leur expression dans la plante. Toutefois, aucune 
sequence complete d'un promoteur fonctionnel n'est dterite. 
20 Le demandeur s'est attach^ ^ identifier et caract§riser de 

nouveaux g^nes exprlm^s specifiquement dans les cellules de la zone 
de transfert du grain, tout particuli&rement pendant le developpement de 
I'albumen, dans le but d'identifier 

a) des sequences r6gulatrices sp6clfiquement exprim§es dans 
25 la zone de transfert du grain qui peuvent Stre utilisees pour contrdler 
Texpresslon de sequences d'int§r§ti pr^ferentleilement de sequences 
codant pour des proteines, par example des enzymes, des proteines 
impiiqu6es dans la defense de la plante vis-d-vis de stress extemes tels 
que des pathogenes, des proteines signal tntervenant dans la 
30 communication entre la plante mere et I'albumen ou I'embryon ou encore 
entre Talbumen et I'embryon, des prot6ines marqueurs (lucifirase, GUS, 
GFP, etc..) des prot6ines cytotoxiques (Bamase, toxine diphterique, 
etc.). Pamni les enzymes, on peut citer celles pemaettant de modifier la 
quantity ou la quality des metabolites transfSrSs de la plante m§re vers 
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ratbumen en d^veloppement afm d'obtenir des grains matures ayantdes 
caract6rlstiques, notamment nutritives ou Industrielles am6lior6es. 

b) des sequences codant pour des protSines qui sont . 
naturellement exprim^es dans la zone de transfert du grain et qui sont 

5 susceptibles d'§trie impHqu6es dans le transfert de metabolites de la 

..plante m^re vers Talbumen en dSveloppement ou encore .dans : ia 

defense des plantes centre des pathogdnes ou encore la signallsatbh 
ainsi que les acldes nuclSiques codant pour de telles prot6ines, qui 
peuvent §tre plac6s sous le contrOle de promoteurs, le cas 6clitent de 

10 promoteurs inductibles, pennettant de modifier la quality ou la quantity 
des metabolites transfdris de la plante mdre vers Talbumen en 
d§veloppement ou encore d'accroTtre la resistance de la plante ainsi 
transformee e certains pathogenes ou d'influencer le developpemept de 
Tenibryon ou de Taibumen, 

15 

DESCRIPTION DE ^INVENTION 

. Le demandeur a ainsi montre seion i'invention que deux g^nes 
tres fortement homblogues, fespecHvement d(§signes DDI-a et DDI-b, 
20 etalent exprim6s de manidre specifique dans: la 2X)n6 de transfert du 
grain en d6veioppement chez le maTs et a isoie et caracterise ces 
sequences ainsi que ceiies des proteines codees par les gdnes DDI-^ et 
DDI-b. 

Le demandeur a egalement caracterise les sequences 
25 reguiatrices iocalisees en amont des deux genes. 

Les sequences nucl6otidlques des genes DD1-a et DD1-b 
possedent moins de 60% d'homologie avec les sequences des genes 
BETL decrites par HUEROS et ai. precedemment cites. 

En outre, les genes DD1-a et DD1-b sont exprimes plus 
30 precocement (Jour 7 apres poilinisation) que les genes BETL (Jour 10 
apres poilinisation). 

Les resultats d'hybridatioh in situ et d'amplification par RT-PCR 
montnent que les g6nes DDI-a et DDI-b sont exprimes avant la 
. visualisation hlstochimlque d*urie zone basaie de transfert de Talbumen 
35 compietemerit fonmee et definle. 
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^expression forte et pr6coce des genes DD1-a et DD1-b 
contrdl^e par leurs sequences r§gulatrices respectiyes, montre que ces 
deux g§nes sont d'un grand inter3t industrlel pour modifier les qualites et 
les caract^ristiques de ia zone de transfer! qui est reconnue comme 
s I'^l^ment clef durempiissagadu grain. 

ACIDES NUCLHQUES DES GENES DPi-a et DD1-b SELON 
L'lNVENTiON, 

10 Les sequences nudeotidiques des deux g^nes DD1-a et DD1-b 

comprennent chacune, de I'extr6mit6 5' vers I'extr6mlte 3', (1) 'a 
sequence rSgulatrice permettant I'expression specifique du gene dans la 
zone de transfert, (ii) une sequence codante comprenant les exons et les 
Introns du gene et (iii) une sequence non codante en aval du dernier 

15 exondugftne. 

La sequence du gbne DDI-a selon i'invention est rS^renc^e 
comme la sequence SEQ iD N**1 du iistage de sequences. 

. 1-a sequence dti gdne DD1-t).seion rinvention est r6f6renc6e 
* comme ia sequence SEQ ID N''2 du Iistage de sequences. 

20 Ainsi, un premier objet de rinvention consiste en un adde 

nucl^ique comprenant un polynucleotide possSdant au moins 80% 
d1dentit§ en nucleotides avec une sequence nucl§otidique cholsie parmi 
les sequences SEQ ID et SEQ ID N'*2, ou avec un fragment de cette 
sequence nuci^otidique. 

25 L'invention conceme aussi un adde nucldique de sequence 

oompi6mentaire k i'adde nud6ique tel que d^fini cinjessus. 

Selon i'invention, toute technique ciassique de bidogie 
molecuiaire, de microbioiogie et d'ADN recombinant connue de Thomme 
du m§tier peut §tre utilis^e. De telies teciiniques sont dScrites par 

30 exemple par SAMBROOK et al. (1989). GLOVER (1985). GAIT (1984), 
HAMES et HIGGINS (1985a), HAUES et HiGGINS (1984). BERBAL 
(1 984) et AUSUBEL et al. (1 994) . 

De manidre prefSr^e, tout adde nucleique et tout polypeptide 
seion I'invention se presentent sous une forme Isolde ou purifide. 
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Le terme « isole » au sens de ia presente invention d§slgne un 
materiel bblogique qui a ete soustrait gi son en>nronnement originel 
(renvironnemeht dans lequel ii est localise naturellement). Par exempie, 
un polynupi^otide present d i'Stat natural dans une plante n'est pas isoiS. 
5 . .m§me pQlynucl6btide s6p4re des addes nucldlquesrsidjacents aii seiri 
desquels II est naturellement ins6r§ dans le gSnorhei de la plante est 
isol6. Un tel poiynuclSotide peut gtre Indus dans un vecteur et/ou un tel 
polynudeotide peut gtre Indus dans une composition et demeurer 
neanmoins d Fgtat Isold du fait que le vecteur ou la composition ne 
10 constitue pas son envlronnement naturel. 

Le terme « purifig » ne ngcessite pas que le materiel soit 
present sous une forme de puretg absolue, exclusive de la presence 
d'autres composes. II s'agit plutdt d'une definition relative. 

Un polynudgotide ou un polypeptide est d I'gtat purlfig aprds 
15 purification du materiel de depart ou du matdriel naturel d'au mdns un 
ordre de grandeur, de prgfgrenoe 2 ou 3 et pr6f6rentiellement quatre ou 
dnq ordres de grandeur. 

Aux fins de la .prgsente description, Texpresslon- « sequence 
nuclgotldique » peut efre employee pour designer indiffgremment un 
.20 polynudgotide ou un aclde nud^ique. L'expression « sequence 
nudgotidique » ehglobe le materiel ggngtique lui-mdme et n'est done pas 
restrelnte 6 Tinformation concemant sa s6quence. 

Les termes « aclde nucleique », « polynuclgotide », 
^ ollgonudgotlde » ou encore « sequence nudgotidique » englobent des 
25 sequences d'ARN, d'ADN, d'ADNc ou encore des sequences hybrides 
ARN/ADN de plus d'un nudeotlde, indiff^remment sous la fonne simple 
brin ou sous la forme de duplex. 

Le tenne «nucl6otide» d;§signe d la fois les nucleotides 
naturals (A, T, G, C) ainsi que des nucleotides modifies qui comprennent 
30 au moins une modification telle que (I) un analogue d'une purine, (ii) un 
analogue d'une pyrimldlne, ou (ill) un sucre analogue, de tels nudeotides 
modifies etant d6crlts par exemple dans la demande PCT N*WO 
95/04064. 

Aux fins de la pr6sente invention, un premier polynucleotide est 
35 considers comme etant « compl6mentaire » d'un second polynucleotide 
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lorsque chaque base du premier nucleotide est appariSe a la base 
compl6mentaire du second polynul§otlde dont Torientatlon est inverses. 
Les bases compldmentaires sont A et T (ou A et U), et C et 6. 

Selon rinyention, un premier adde nucieique ayant au moins 
5 . 80% d'identite avec un second aclde nucl^ique de reference, poss§dera . 
au moins 80%, de preference au moins 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 
99,5% d'identite en nucleotides avec ce second polynucleotide de 
reference, le pourcentage d'identite entre deux sequences etant 
detenmine comme d6crit ci-dessous. 
10 Le « pourcentage d'identite » entre deux sequences de 

nucleotides ou d'acldes amines, au sens de la presente Invention, peut 
etre detenmine en comparant deux sequences allgnees de maniere 
(^timaie, k travers une fenetre de comparaison. 

La partie de la sequence nucieotidique ou potypeptidique dans 
15 la fenetre de comparaison peut ainsi comprendre des additions ou des 
deletions (par example des « gaps 3») par rapport k ia sequence de 
reference (qui ne comprend pas ces additions ou ces deletions) de 
maniere e obtenir un alignement optimal des deux sequences. 

Le pourcentage est calcuie en determinant le nombre de 
20 positions auxquelles une base nucieique ou un residu d'aminoaclde 
identique est observe pour les deux sequences (nucieique ou peptidlque) 
comparees, puis en divisant le nombre de positions auxquelles il y a 
identite entre les deux bases ou residue d'amlnoaddes par ie nombre 
total de positions dans la fendtre de comparaison, puis en multipliant ie 
25 resultat par cent afin d'obtenir le pourcentage d'identite de sequence. 

L'allgnement optimal des sequences pour la comparaison peut 
etre realise de maniere infonnatique e I'aide d'algorithmes connus. 

De. maniere pr6feree, le pourcentage d'identite de sequences . 
est detemiine a I'aide du logidel BLAST (version BLAST 2.06 de 
30 . Septembre 1 998), en utilisant exdusivement les parametres par defaut. 

Un acide nucieique possedant au moins 80% d'identite en 
nucleotides avec un adde nudeique selon i'lnventioh englobe les 
« variants » d'un aclde nucieique selon Tinvention. 

Par « variant » d'un adde nucieique selon i'lnvention, on entend 
35 un acide nucieique qui differe de i'adde nucieique de reference par une 
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ou plusieurs substitutions, additions ou d6l6tions d'un nucleotide, par 
rapport d I'acide nucleique de reference. Un variant d'un acide nucieique 
selon {'invention peut §tre d'orlgine naturelle, tel qu'un variant allelique 
qui existe naturellement. Un tel aclde nucleique variant peut 6tre 
s 6galement un acide nuddique non naturel obtenu, par exemple, par des 
techniques de mutagendse. 

En gSn^ral, les differences entre I'adde nucl6ique de reference 
et Tadde nucl6ique « variants sont reduites de teile sorte que I'acide 
nucieique de reference et I'adde nudeique variant ont des sequences 
10 nucieotidiques tres similaires et, dans de nombreuses regions, 
identiques. Les modifications nucieotidiques presentes dans un acide 
nucleique variant peuvent §tre silendeuses, ce qui signifie qu'elles 
n'affectent pas la sequence d'acides amines qui peut etre codee par cet 
acide nucleique variant. 
15 Les modifications de nudeotides dans I'acide nucleique variant 

peuvent aussi resulter en des substitutions, additions ou deletions d'un 
ou plusieurs acldes anriines dans la sequence du polypeptide qui peut 
etare code par cet adde nudeique variant 

be maniere toiit e fait preferee, un acide nudeique variant selon 
20 rinvention comportant une phase de lecture ouverte, code pour un 
polypeptide qui conserve la meme fonction ou la m§me activite 
biologique que le polypeptide code par Tacide nucleique de reference. 

De maniere tout ^ fait preferee, un acide nucleique variant selon 
invention et qui comporte une phase de lecture ouverte, code pour un 
25 polypeptide qui conserve la capacite d'etre reconnu par des anticorps 
dlriges centre le polypeptide code par i'adde nucleique de reference. 

Par « fragments d'un adde nudeique selon invention, on 
entend une sequence nucieotidique d'une longueur reduite par rappprt d 
I'adde nucleique de reference, le fragment d'aclde nucleique possedant 
30 une sequence nucieotidique identique d la sequence nucieotidique de 
I'adde nucleique de reference sur la partie commune. De tels fragments 
d'un adde nucleique selon I'invention poss6dent au molns 12, 15, 18, 
25,30, 35, 40, 45, 50. 60, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 1000, 2000, 
3000 ou 4000 nudeotides consecutifs de I'adde nudeique de reference, 
35 la longueur maximale en nudeotides d'un fragment d'un adde nucleique 
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selon rinvention 6tant bien entendu limit^e .par la longueur maximale en 
nucleotides de Tadde nucl6ique de reference. 

ACIDjES NUCLEIQUES DU GENfe DD1-g 

Comme Indique d-dessus, i'adde nud§ique ginomique du 
g6ne DDI -a est r6f6renc6 cx>mme la sequence nudSofldique SEQ ID 
N^'l du listage de sequences. 

En consequence, la presente invention a pour objet un acide 
10 nuclSique comprenant un polynucleotide poss6dant au moins 80% 
d'identite en nucleotide avec la sequence nucieotidlque SEQ ID N^'l, ou 
avec un fragment de cette sequence nucleotldique. 

Fait egalement partie de rinvention un acide nuclSique de 
sequence compl6mentaire d Tadde nucl6ique tel que d^fini ci-dessus. 
15 Un autre obJet de {'invention est un acide nucl6ique consistant 

en un polynucleotide possddant au moins 80% d'identite en nucleotides 
avec la sequence nudeotidique SEQ ID NM, ou avec un fragment de 
cette sequence nudeotidique, ainsi qu'un acide nudeique de sequence 
coimpiementaire, 

20 L'invention est aussi relative ^ un acide nucieique comprenant 

au moins 12, de preference au moins 15 et de maniere tout e fait 
preferee au moins 20 nucleotides consecutifs de Tacide nucieique de 
sequence SEQ ID N^'l, etant entendu qu'un tel adde nucieique englobe 
dans sa definition des <( fragments » d'un acide nucieique selon 

25 rinvention tel que defini dans la presente description. 

La sequence du gene DD1«a telle que decrite dans la sequence 
SEQ ID N^'l comprend, de I'extremite 5' vers I'extremite 3\ 
respectiyement: 

a) la sequence regulatrice du gdne DDI-a pennettant 
30 Texpresslon de la proteine DD1-a dans ia zone de transfert du grain en 

developpement; 

b) une region dite a codante.i> qui comprend les exons et ies 
introns du gene DDI-a; et 
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(c ) une region non codante localisde en aval de la region 
codante et susceptible de cx>ntenir des §l§rnents de regulation de 
Pexpression du g§ne DDI -a. 

La region r§gulatrice du g6ne pDI-a debute au nuciSotide en 
position 1 et se tenndine au nucleotide en position 3598 de la sequence 
SEQIDN^l 

La region non codante locaiisde en aval de la region codante du 
g^ne DD1-a debute au nucleotide en position 6541 et se termine au 
nucleotide en position 7159 de la sequence nucieotidique SEQ ID N*'1. 

La sequence du gdne DD1-a comprend aussi cinq exons et 
quatre introns, dont les caracteristiques structuraies sent detaitiees 
respectivement dans les tableaux 1 et 2 ci-aprds. 



15 



sequences des exons du aene DD1-a 



Exon n" 


Position du nucleotide en 5' sur 
laSEQIDN'1 


Position du nudSotide en 3' sur 
laSEQIDN'l . 


i 


3582 


3778 


2 


4489 


4668 


3 


4742 


4795 


4 


4875 


5012 


5 


6181 


6730 



Linventlon est egalement relative k un adde nuddique 

comprenant au moins 12 nucleotides consecutifs d'un polynucleotide 
20 exonique du gdile DD1-a, tel que les polynucleotides 1^5 decrits dans 

le, tableau 1 ci-<iessus, qui sont tous inclus dans Tacide nucieique de 

sequence SEQ ID N*1. 

Un tel acide nucieique code pour au moins une partie du 

polypeptide cod6 par le gfene DD1-a et peut notamment §tre insere dans 
25 un vecteur recombinant destine a I'expression du produit de traduction 

correspondant dans une cellule bote ou dans une plante transfomnee 

avec ce vecteur recombinant 
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Un tel acide nucleique peut aussi §tre utilise pour la synthese 
de sondes et d'amorces nucleotidiques destinees ^ la detection ou k 
('amplification de sequences nucltotldlques comprises dans 1e g§ne 
DDI-a dans un 6chanfillon, ie cas §ch§ant de sequences du ghne Dpi-a 

5 portant une ou plusieurs mutations, pr6f6rentie]lement une ou plusieurs * 
mutations de nature & modifier Ie ph^notype d'une plante portant un tel 
gene DD1-a mutS, par isxempie en modtfiant la regulation du transfert de 
metabolites de la plante mere vers Talbumen en fonnation dans Ie grain 
ou encore en modifiant la regulation de la rSponse Si un stress biotique 

10 tel que rinfection par un pathogene des vSgetaux, ou encore Ie 
developpement de I'albumen ou de I'embryon. 

TABLEAU 2 
sequences des Introns du qfene DD1«a 

15 



Intron n* 


Position du nuddotide en 5' sur 
la SEQ ID N'1 


PosiHon du nucltetide en 3' sur 
la SEQ ID NM 


1 


.3779 


4488 


2 


4669 


4741 


3 


4796 


4874 


4 


5013 


6180 



Uinvention est egalement relative h un acide nudeique 
comprenant au moins 12 nucleotides consecutifs d'un polynucleotide 
20 intronique du gene DDI-a, tel que les polynucleotides 1 a 4 d6crits dans 
Ie tableau 2 ci-dessus, qui sont tous Indus dans I'aclde nucieique de 
sequence SEQ ID N'1. 

Un tel adde nucieique peut etre utilise comme sonde ou amorce 
oligonucleotidique pour detecter la presence d'au moins une copie du 
25 gene DD1-a dans un echantlllon, ou encore pour amplifier une sequence 
cible determinee au sein du gene DD1-a. 

La region genomique du gene DD1-a essentiellement restrelnte 
a la region dite « codante » comprenant les 5 exons et les 4 Introns est 
referencee comme la sequence SEQ ID N^'S du listage de sequences. 
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La s^uence SEQ ID N'^S a une longueur de 3149 nucleotides 
et comprend notamment : 

- la sequence de i'exon 1 du g6ne DD1-a allant du nucleotide en 
position, 1 Jusqu'au nucleotide en position 197 de la sequence SEQ ID 

5 N'^sr . . • . : 

- la sequence de Texon 2 allant du nucleotide en position 908 
jusqu'au nucleotide en position 1087 de la sequence SEQ ID N^'S; 

- la sequence de Texon 3 allant du nucleotide en position 1161 
Jusqu'au nucleotide en position 1214 de la sequence SEQ ID N'^S; 

10 - la sequence de Texon 4 allant du nucleotide en position 1294 

jusqu'au nucleotide en position 1431 de la sequence SEQ ID N^'S; 

- la sequence de I'exon 5 allant du nucleotide en position 2600 
jusqu'au nucleotide en position 3149 de la sequencis SEQ ID N'^S; 

- la sequence de Tintron 1 du gene DDI-a allant du nucleotide 
IS en position 198 jusqu'au nucleotide en position 907 de la sequence SEQ 

IDN-^S; 

- la sequence de Tintron 2 allant du nucleotide en position 1088 
jusqu'au nucleotide en position 1 160 de la sequence SEQ ID N^'S; 

- la sequence de Tintron 3 allant du nucleotide en position 1215 
20 jusqu'au nucleotide en position 1293 de la sequence SEQ ID N^'S; 

- la sequence de Tintron 4 allant du nucleotide en position 1432 
jusqu'au nucleotide en position 2599 de la sequence SEQ ID N°5. 

L'invention a egaiement pour objet un acide nucieique 
comprenant un polynucleotide possedant au moins 80% didentite en 
25 nucleotide avec la sequence nucieotidique SEQ ID N^'S ou avec un 
fragment de cette sequence nucieotidique ainsi qu'un acide nucieique de 
sequence compiementaire. 

. L'invention conceme aussi un acide nucieique possedant au 
moins 80% d'identite en nucleotide avec la sequence nucieotidique SEQ 
30 ID N^'S ou avec un iragment de cette sequence nucieotidique ainsi qu'un 
acide nucieique de sequence compiementaire. 

L'invention a encore pour objet un acide nucieique comprenant 
la sequence nucieotidique SEQ ID ou un acide nucieique de 
sequence compiementaire. 
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Uinvention a 6galement trait a un acide nucl6ique consistant en 
la sequence nudeotidique SEQ ID N'^S ou un acide nucl6ique de 
sequence compl^mentaire. 

Un autre objet de Tinvention consiste en un acide nucleique 
s caract§ris6 en ce qu'il comprend I'une des sequences .nuci6otidlques . .. 
sulvantes: 

a) la sequence allant du nucl6otlde en position i Jusqu'au 
nucleotide en position 197 de la sequence SEQ ID N'^S. ou un acide 
nucleique de sequence complSmentaire; 
10 b) la sequence allant du nucleotide en position 908 jusqu'au 

nucleotide en position 1087 de la sequence SEQ ID N^'S. ou un acide 
nucl6ique de sequence compl6mentalre; 

c) la sequence allant du nucleotide en position 1161 jusqu'au 
nucleotide en position 1214 de la sequence SEQ ID N^'S, ou un acide 

15 nucieique de sequence compiementaire; 

d) la sequence allant du nucleotide en position 1294 jusqu'au 
nucleotide en position 1431 de la sequence SEQ ID N^'S, ou un adde 
nudeique de sequence compiementaire; 

e) la sequence allant du nucleotide eh position 2600 jusqu'au 
20 nucleotide en position 3149 de la sequence SEQ ID N'^S, ou un adde 

nudeique de sequence compiementaire; 

f) la sequence allant du nudeotide en position 198 jusqu'au 
nucleotide en position 907 de la sequence SEQ ID N^'S, ou un adde 
nudeique de sequence compiementaire; 

25 g) la sequence allant du nucleotide en position 1088 jusqu'au 

nudeotide en position 1160 de la sequence SEQ ID N^'S, ou un adde 

nudeique de seqthence compiementaire; et 

h) la sequence allant du nudeotide en position 1215 jusqu'au 

nudeotide en position 1293 de la sequence SEQ ID n^'S; 
30 1) la sequence allant du nudeotide en position 1432 jusqu'au 

nudeotide en position 2599 de la sequence SEQ ID N^S, ou un adde 

nudeique de sequence compiementaire. 

L'adde nudeique de sequence SEQ ID N°5 est represente k la 

figure 1, dans laquelle sont egalement detainees les positions des 
35 differents exons et introns du gene DDI-a. 
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II a 6t§ montre selon ['invention que le g^ne DDI -a est transcrit 
sous la fonne d'un ARN messager qui a 6t6 parfiellement isol6 et 
caract6ris6. Get ARN messager connporte un cadre de lecture ouvert ' 
codant partiellement pour la protSlne DD1-a. 
s L'ADNc partial du g&ne DDI-^ a une longueur de 782 

nucleotides et est ref6renc§ comme la s&:|uenoe SEQ ID ^¥"7 du listage 
de sequences. \ 

Un autre objet de invention consists en un acide nucleique 
comprenant un polynucleotide possSdant au moins 80% d'identit^ en 
10 nucleotides avec la sequence nuciSotidique SEQ ID N""?, ou avec un 
fragment de cette sequence nucl6otidIque alnsi qu'un acide nuctdique de 
sequence complSmentaire d I'acide nucleique pr§cit6. 

L'invention est aussi relative h un adde nucleique possSdant au 
molns 80% d'identit§ en nucltetides avec la sequence nucltetidique 
IS SEQ ID N**? ou un fragment de cette s^uence nucl^otidique alnsi qu'un 
adds nucl§ique de sequence compl6mentalre ^ I'adde nucI6ique pr6dt6. 
^Invention a encore pour objet un adde nuddique caradSris^ 
. . en ce qu'il comprend la sequence nuclSofidique SEQ ID N""? ou uri adde 
nucl6ique de sequence corhpl6mentaire. 
20 Fait Sgalement partie de invention un acide nud§ique constitu6 

de la sequence nucl^otidique SEQ ID N""?, ou un adde nucleique de 
sequence compidmentaire. 

Le g§ne DD1-a code pour un polypeptide de 304 acides amines 
de longueur poss6dant un degr6 d'identitd en acides amines ^environ 
25 90% par rapport d la sequence en acides amines du polypeptide cod§ 
par le g&ne DD1-b selon rinventlon, apr§s alignement des deux 
sequences. 

Le polypeptide code par Tadde nucleique de s^uence SEQ ID 
N"*! ou SEQ ID N^'S du g§ne DD1-a est r6f6renc6 comme ia sequence 
30 SEQ ID N^'Q du listage de sequences. Ce polypeptide est aussi codd par 
I'ADNc resultant de ia transcription du gSne DD1-a. 

En cons6quence, Tinvention est egalement relative S un acide 
nucl6ique codant pour un polypeptide poss6dant au moins 80% d*identit6 
en acides amines avec la sequence SEQ ID N'^g. 
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Linvention a ^galement trait ^ un acide nucl^ique caracterise 
en ce qu'll code pour le polypeptide de sequence SEQ ID N^'Q, 

Fait ^galement partie de Tinvention un acide nucleique codant 
pour un defragments d'un polypeptide possedant au moins 80% 
- 5 d'identite. en- nucleotide avec un polypeptide de sequence en abides. 
amln6s,.SEQ ID N**9. 

Uinvention conceme aussi un acide nucldique codant pour un 
fragment d'un polypeptide de sequence en addes amines SEQ ID N^'S. 

Un polypeptide ayant au molns 80% d'identitS en addes amines 
10 avec un polypeptide de r6ference comprend au moins 80%, 85%, 90%, 
95%, 97%, 98%, 99% au molns 99,5% d'identit6 en acides amines avec 
le polypeptide de reference. 

Sont engiob§s dans la definition d'un polypeptide ayant au 
molns 80% d'identitd en acides amines avec un polypeptide de reference 
15 selon I'inventlon, les polypeptides dits « variants »• Par « variants » d'un 
polypeptide seion {'invention, on entend un polypeptide dont la sequence 
en acides amln§s comprend une ou plusleurs substitutions, additions ou 
deletions d'au molns un residu d'aclde amine, par rapport e la sequence 
d'acldes amines du polypeptide de reference, etant entendu que les 
20 substitutions d'addes amines peuvent etre de nature conservative ou 
non conservative. 

Un variant d'un polypeptide de reference selon i'invention 
consiste en un polypeptide qui conserve la fonction ou ractivite 
biologique du polypeptide de reference et/ou qui est reconnu par des 
25 anticorps diriges centre le polypeptide de reference. Ces variants 
polypeptidiques peuvent resulter de variations alieiiques caracterisees 
par des differences dans les sequences nucieotidiques du gene codant 
pour ces polypeptides. De tels variants polypeptides peuvent aussI 
resulter d'epissages altematife ou de modifications post-traductionneis. 
30 Par ((fragments d'un polypeptide de reference seion 

I'invention, on entend un polypeptide possedant au moins 15, 20, 25, 30, 
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 ou 250 addes amines consecutife d'un 
polypeptide tet que defini dans la presente description. 
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ACIDES NUCLEIQUES DU GENE DDI^b 
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Comma indique pr^c^demment, I'acide nucleique g^nomique 
du gene DD1-b selon Tinvention, est ref6renc6 comme la sequence SEQ 
ID N*'2 du listage de s6quences. 
5 . . Ainsi, invention conceme aussi un adde nudSique comprenant 
un polynucltotide possddant au moihs 80% d^identlte en nucleotides 
. avec la sequence nuddotidique SEQ ID N'^Z, ou avec un fragment de 
cette sequence nudtotidique. 

Elle a Sgalement trait ^ un acide nucldique de sequence 
10 compiementatre k racide nuddique defini ci-dessus. 

L'invention est aussi relative § un acide nucieique poss^dant au 
moins 80% d'identit§ en nucleotides avec la sequence nuclSotidique 
SEQ ID ^"2, ou avec un fragment de cette sequence nudeotidique ainsi 
qu'un adde nud^ique de sequence oompl6mentaire d I'adde nudSique 
IS pr§dt6. 

La sequence gdnomique du g^ne DDI-b selon rinvention de 
sequence SEQ ID N''2 comprend, de rextr§mit6 5' vers rextremttS Z\ les 
sequences suivahtes: • 

a) la sequence regulatdce du g&he DD1-b permettant 
20 Texpression sp^ctfique de ce g&ne dans la zone de transfer! du grain en 

d^veloppement; 

b) une region nucl6otidique dite « codante » comprenant les 
quatre exons et les trois introns du gene DD1-b ; et 

c) une region non codante iocalis6e en aval de la region 
25 codante cklessus, et qui est susceptible de contenir des 6l§ments de 

regulation addltionnels du gSne DD1*b. 

L'invention est aussi relative d un acide nucieique comprenant 
au moins 12 nudeotides consecutife du pqtynudeotide de sequence 
SEQIDN^2, 

30 La sequence regulatrice du gene DD1-b debute au nudeotide 

en position n^^l et se termme au nucleotide en position n*2816 de la 
sequence SEQ ID N''2. Cette sequence regulatrice est references 
comme la sequence SEQ ID N''4 du listage de sequences. 
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La sequence nucl6otidique codante du gene DDI-b qui 
comprend I'ensemble des exons et des introns de ce gene est 
referenc^e comme la sequence SEQ ID N^'G du listage de sequences. 

La sequence localis§e en aval de la region codante du g6ne 
s DD1 -b.dibute au nucltotide eri .position 5459 et se termihe au nucleotide 
en position 6128 de la sequence nudtotidique SEQ ID N^'Z. 

Comme 6^h mentionn^, la sequence du g^ne DD1-b comprend 
4 exons et 3 introns, dont les caract^ristiques stmcturates sont d6taill6es 
respectivement dans les tableaux 3 et 4 d-apr^s. 

10 

TABLEAU 3 
Sfequences des exons du gene DD1»b 



Exon n' 


Position du nucleotide en 5' sur 
la SEQ ID Wl 


Position du nucleotide en 3' sur 
la SEQ ID N°2 


1 


2800 


2996 


2 


3724 


3903 




. -4102 ■ 


4239 


4 


5099 


5658 



IS Uinvention est §galement relative d un acide nucl6ique 

comprenant au moins 12 nucleotides cons§cutifs d'un polynucleotide 
exonique du g§ne DD1-b, tels que les polynud§otides 1 S 4 d§crits dans 
le tableau 3 d-dessus, qui sont tous Indus dans i'adde nucieique de 
sequence SEQ ID N"2. 

20 L'invention conceme aussi un acide nud6ique consistent en au 

moins 12 nud^otides consecutifs d'un polynucleotide exonique du gene 
DD1-b. 

Un tel adde nucieique code pour au moins une partie du 
polypeptide DD1-b et peut notamment §tre insere dans un vedeur 
25 recombinant destine a I'expresslon du produit de traduction 
conrespondant dans une cellule hdte ou dans une plante transformee 
avec ce vecteur recombinant. 

Un tel acide nucieique peut aussi etre utilise pour la synthese 
de sondes et d'amorces nudeotidiques destinees k la detection ou a 
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ramplification de sequences nucldotidiques comprises dans le gdne 
DD1-b dans un Schantillon, ie cas echdant de sequences du gene DD1-b 
portant une ou plusieurs mutations, preferentiellement une ou plusieurs 
mutations de nature d modifier le genotype d'une plante portant un tel 
5 gene DD1-b.mut6, par exemple en modifiarit la regulation du transfert de 
metabolites de la plante mdre vers Valbumen en dSveloppement ou 
encore en modifiant la regulation de la reponse de la plante & un stress 
bbtique tel que rinfection plar un patiiog§ne des vSgStaux. 

10 TABLEAU 4 

Sequences des introns du gfene DDI-b 



Exon n' 


Position du nucleotide en 5' sur 


Position du nucleotide en 3' sur 




taSEQIDN'2 


ia SEQ ID N'2 


1 


2997 


3723 


2 


3904 


4101 


3 


4240 


5098 



L'Invention est 6galement relative ^ un acide nud6ique 
15 comprenant au moins 12 nucleotides consecutifs d'un polynucleotide 
intronique du g^ne DD1-b, tels que les polynucleotides 1^3 decrits dans 
le tableau 4 ci-dessus, qui sont tous Indus dans Tacide nucleique de 
sequence SEQ ID N^2. 

Un tel acide nucieique peut etre utilise comme sonde ou amorce 
20 oligonucieotidique pour detecter la presence d'au moins une cople du 
gene DD1-b dans un echantillon, ou encore pour amplifier une sequence 
cible detenninee au sein du gene DDI-b. 

1^ sequence nucieotidtqua du gene DD1-b essentielijement 
restreinte e la region « codante » comprenant les quatre axons et les 
25 trols introns du gene est referencee comme la sequence SEQ ID N'^G du 
llstage de sequence. 

L'invention a encore pour objet un acide nucieique comprenant 
un polynucleotide possedant au moins 80% d'identite en nucleotide avec 
la sequence nucieotidique SEQ ID N^G, ou avec un fragment de cette 
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sequence nudeotidique ainsi qu'un aclde nucleique de sequence 
compl§mentaire d Tacide nucleique pr6cit6. 

Uinvention est 6galement relative d un acide nucleique 
possedant au moins 80% d'identit§ en nucleotide avec la sequence 
s nudeotidique SEQ ID N'^G, pu avec un fragment de cette sequence . 
nucl§otldique ainsi qu'un acide nudSique de sequence compiementaire d 
i'adde nudeique prSdte. 

invention a encore pour objet un acide nudSique caracterise 
en ce qu'il comprend ia sequence nud§otidique SEQ ID N^'G, ou un adde 
10 nucleique de sequence compiementaire. 

Un autre objet de Tlnvention consiste en un adde nucleique 
consistant en la sequence nudeotidique SEQ ID ou un aclde 
nucleique de sequence compiementalre. 

La sequence nudeotidique SEQ ID N^'S comprend notamment 
15 les sequences suivantes: 

a) la sequence de I'exon 1 du gene DD1-b allant du nudeotide 
en position 1 Jusqu'au nucleotide en position 197 de la sequence SEQ ID 
N"6; 

b) la sequence de i'exon 2 allaht du nudeotide en position 925 
20 jusqu'au nudeotide en position 1104 de ia sequence SEQ ID N^'B; 

c) ia sequence de I'exon 3 allant du nucleotide en position 1303 
jusqu'au nucleotide en position 1440 de la sequence SEQ ID N^'G; 

d) la sequence de I'exon 4 allant du nucleotide en position 2300 
jusqu^au nucleotide en position 2859 de la sequence SEQ ID N^'G; 

25 e) la sequence de I'intron 1 du gene DD1-b allant du nucleotide 

en position 198 jusqu'au nucleotide en position 924 de la sequence SEQ 
IDN"6; 

f) ia sequence de i'lntron 2 allant du nucleotide en position 1 105 
jusqu'au nucleotide en position 1302 de la sequence SEQ ID N'S; et 
30 g) la sequence de I'intron 3 allant du nucleotide en position 

1441 jusqu'au nudeotide en position 2299 de la sequence SEQ ID N^'B. 

En consequence, I'invention a encore pour objet un acide 
nudeique caracterise en ce qu'il comprend I'une des sequences 
nudeotidiques suivantes: 
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a) la sequence allant du nucleotide en position 1 jusqu'au 
nucleotide en position 197 de la sequence SEQ ID H% ou un acide 
nuciSique de sequence complementaire; 

b) la sequence allant du nucleotide en position 925 Jusqu'au 
s nucleotide en position 1104 de la sequence SEQ ID N**6, ou un adde 

nucieique de sequence complementaire; 

c) la sequence allant du nucleotide en position 1303 jusqu'au 
nucleotide en position 1440 de la sequence SEQ ID N^'S, ou un adde 
nucieique de sequence complementaire; et 

10 d) la sequence allant du nucleotide en position 2300 Jusqu'au 

nucleotide en position 2659 de la sequence SEQ ID N^'G, ou un adde 
nucieique de sequence complementaire. 

Les sequences nucieotidiques des Introns 1, 2 et 3 du gene 
DDI-b ainsi que leurs acides nucieiques de sequences complementaire 

15 font egalement partie de i'invention. 

11 a ete montre selon Tinvention que le gene DDI-b est transcrit 
sous la forme d'un ARN messager qui a ete isoie et caracterise. Cet ARN 
messager comports un cadre de lecture ouvert unique codant pour la 
proteine DDI-b d'une longueur de 286 acides arhines. 

20 De part et d'autre du cadre ouvert de lecture, cet AiRN 

messager comprend respectivement une region 5' non tradulte (5 -UTR) 
et une region 3' non tradulte (3'-UTR). 

L'ADNc con^espondant au produit de transcription du gene DD1- 
b peut etre defini comme la sequence SEQ ID N^'B du listage de 

25 sequences. 

Un ADNc derive de I'ARN messager du gene DDI-b de 
sequence nucieotidique SEQ ID N^'S comprend respectivement 

. a) une sequence 5'-UTR allant du nucleotide en position 1 . 
Jusqu'au nucleotide en position 14 de la sequence SEQ ID N'^S; 

30 b) une phase ouverte de lecture allant du nucleotide en position 

15, la base A du codon d'initiatlon de la traduction ATG, jusqu'au 
nucleotide en position 875, base G du codon TAG d'arr§t de la traduction 
de la sequence nudeotidique SEQ ID N''8, et qui correspond a la 
sequence codante de TARN messager du gene DDI-b ; et 
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c) une r6gion 3' UTR allant du nucleotide en position 876 
jusqu'au nucleotide en position 1075 de la s6quence SEQ ID N^'S. 

En consequence, un autre objet de Tinvention consiste en un 
acide nucieique comprenant un polynucleotide possedant au molns 80% . 
5 d'identite en nucleotides ayec la sequence nucieoUdique SEQ ID N^'S, oil 
avec un fragment de cette sequence nucieotidique ainsi qu'un acide 
nucieique de sequence compiementaire e Tacide nudeique precite. 

^invention est aussi relative d un acide nucieique possedant au 
moins 80% didentite en nucleotides avec la sequence nucieotidique 
10 SEQ ID N^'S ou un fragment de cette sequence nucieotidique ainsi qu'un 
acide nucieique de sequence compiementaire e I'acide nucieique predte. 

L'invention a egalement trait e un acide nucieique comprenant 
un polynucleotide possedant au moins 80% d'identite en nucleotide avec 
la sequence nudeotldique allant du nucleotide en position 15 ]usqu'au 
15 nucleotide en position 875 de la sequence SEQ ID N^'S. 

Un autre obJet de Hnvention consiste en un acide nucieique 
possedant au moins 80% d'identite en nucleotides avec une sequence 
nucieotidique allant du nucleotide en posifion 15 Jiisqu'au nucleotide en 
posltloh 875 de la sequence SEQ ID N''8. 
20 ^invention a encore pour obJet un adde nucieique caracterise 

en ce qu*il comprend la sequence nucieotidique SEQ ID N^'S ou un adde 
nucieique de sequence compiementaire. 

Fait egalement partie de Tinvention un acide nucieique constitue 
de la sequence nudeotldique SEQ ID N^'S, ou un acide nudeique de 
25 sequence compiementaire. 

Constitue aussi un objet de Tinvention un adde nucieique defini 
par la sequence allant du nudeotide en position 15 jusqu'au nudeotide 
en position 875 de la sequence nucieotidique SEQ ID N*'8, du un adde 
nucieique de sequence compiementaire. 
30 Les sequences nudeotidiques genomiques SEQ ID H^^Z et SEQ 

ID N^'B ainsi que i'ADNc de sequence SEQ ID N''8 cedent pour un 
polypeptide du gdne DDI-b. 

11 a ete montre selon Tinventlon Texistence de variants 
polypeptidiques codes par le gene DD1-b, selon les souches de maYs 
35 desquelles lis proviennent, et qui possedent entre eux environ 98% 
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d'identit^ en acides nucl6iques et qui possedent une longueur de 286 
acides antinds. 

De tels polypeptides variants n'induisent pas Texpression d'un 
ph§notype particulier, par exemple de d^fidence dans le transfisrt de 

5 mdtabolftes de la plante m§re vers i'albumen en dSveloppement dans les 
plantes considSr^es. En consequence, ii est pennis de consid6rer que 
les rares substitutions d'addes amines rendant compte de diffdrences 
entre les polypeptides codes par le g^ne DD1-b selon la plante 
consid^rSe n'affectent pas la fonction nl Tactivit^ biologique du 

10 polypeptide, Tensemble des substitutions observ6es dans la sequence 
en acides amines de 286 acides amines de longueur pouvant ainsi 
dSfinir un ensemble de polypeptides « variants qui entrent dans la 
port^e de la pr^sente Invention. 

Les variants polypeptidiques codSs par le gdne DD1*b different 

IS entre eux exclusivement par une ou plusieurs substitutions d'un adds 
amine. 

Ainsi. les produits de traduction du g^ne DD1-b fomnent un 
' ensemble de polypeptides fortement homologues, cet ensemble de 
polypeptides etant ddfini comma la sequence SEQ ID N^'IO du iistage de 
20 sequences. 

Uinvention a done encore pour objet un acide nudSique codant 
pour un polypeptide possSdant au moins 80% d'identit6 en acides 
aminds avec la sequence SEQ ID N^'IO. 

Linventlon est egalement relative d un acide nudSique codant 
25 pour le polypeptide de sequence SEQ ID N^'l 0. 

Un premier variant polypepfidique particulier codd par le g^ne 
DDI-b est reference comme la sequence SEQ ID N^'H du Iistage de 
. sequences. Ce premier variant polypeptidique est code par le genome de 
la souche de niaTs designee 1-ID5 x HD7« 
30 Un second variant polypeptidique particulier code par le gene 

DD1-b est reference comme la sequence SEQ ID N'*12 du Iistage de 
sequences. Ce second variant polypeptidique est code par le genome de 
la souche de mats designee A188. 
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En Consequence, Tinvention a encore pour objet un acide 
nucI6ique codant pour un polypeptide possfidant au moins 80% d'identit6 
en acides amines avec la sequence SEQ ID N^'l 1. 

L'invention est aussi relative A un aclde nucldique cx>dant pour 
5 lepolypeptldade sequence SEQ ID N^'ll. 

Fait aussi partle de i'inventiori un acide nucl^ique codant pour 
un polypeptide poss6dant au moins 80% d'identitS en addes amines 
avec la sequence SEQ ID N^12. 

Constitue un autre objet de rinvention un acide nucl6ique 
10 codant pour le polypeptide de sequence SEQ ID N^'IZ. 

L'invention conceme aussi un aclde riucl^ique codant pour un 
<( fragment » peptidique d'un polypeptide choisi parmi les polypeptides 
de sequence en acides amines SEQ ID N'^IO d 12. 

15 REGION REGULATRICE PES GENES DD1^ et DD14i 

On a montre selon l'invention que les regions r6gulatrices des 
g§nes DDVa et DD14> ont la capacity de dinger I'expression de ces 
g^nes spSctfiquement dans! ies cellules de la zone de transfert du griain 

20 en ddveloppement. Les propri6t6s de contrdle d'une expression 
sp6cifique de tissu d'un g6ne d'int6r§t qui caract6risent les r§gions 
regulatrices des genes DD1-a et DD1-b, peuvent done §tre mises a profit 
pour dirlger I'expression d'acides nucl6iques autres que les acides 
nucl6iques contenant les phases de lecture ouvertes respectivement des 

25 gdnes DD1*a et DD1-b. 

Ainsi, ies sequences regulatrices des genes DD1-a et DDI-b, 
ainsi que des fragments <t biologiquement actifs » de ces demi^res, 
peuvent §tre utilises pour construire des cassettes d'expression 
contenant un gdne d'int6r§t placS sous le contrdle de Tune quelconque 

30 de ces sequences regulatrices dans le but d'exprimer spScifiquement 
ledit gdne d'intdr§t dans les cellules de la zone de transfert du grain en 
d6veloppement. 

La sequence r6gulatrice du g6ne DDI-a, qui est comprise dans 
la sequence SEQ ID N"*!, est r6f6renc6e comme ia sequence SEQ ID 

35 N^'S du listage de sequences. 
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La sequence r6ci . trice du g6ne DD1-b selon Tinvention, qui 
est comprise dans la sequence SEQ ID N°2, est ref6renc6e comme la 
sequence SEQ ID NM du listage de sequences. 

La figure 5 represente la sequence nuddotidique SEQ ID N^'S 
,5 selon . J'invention. Sur cette figure, les diffdrehts mbtlfe structuraux 
caract^ristiques d'une s^uence regulatrlce sont indlqu^s par des boTtes 
prScisant la designation de chacun des motife identifies par le 
demandeur. 

La figure 6 represente la sequence SEQ ID N''4 selon 
10 ('invention. Sur cette figure, les motifs structuraux caract6ristlques d'une 
sequence regulatrice sont reprSsent^s par des boTtes contenant les 
designations de chacun des motifs structuraux identifies par le 
demandeur 

La sequence SEQ ID N^'S comprend une bolte «TATA» 
IS localisee du nucleotide en position n^'SSIS Jusqu'au nucleotide en 
position 3524 de la sequence SEQ ID N^'S. 

La sequence SEQ ID N*4 comprend une boTte «TATA» 
localisee. du nudeotide en position 2736 jusqu'au nucleotide en position 
2742 de la sequence SEQ ID NM. 
20 Le demandeur a egalement identifie la presence de repetitions 

directes dans chacune des sequences regulatrices SEQ ID N^'S et SEQ 
ID NM, notamment d'une sequence rep6tee designee << R6 » de 33 
paires de bases presente au nombre de sept copies dans la sequence 
reguiatrice SEQ ID H^'Z du gene DDI-a et au nombre de sept copies 
25 dans la sequence regulatrlce SEQ ID du gene DD1-b. 

La position du nucleotide de depart de chacune des sequences 
repetees R6 dans les sequences SEQ ID N''3 et SEQ ID N°4 sont 
representees dans |e tableau 5 ci-apres. 

30 
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Tableau 5 



repetiuon 


position 


s^quencB 


ScQ ID N 3 






aRo-1 • 


2762: 




aRo-2 


Zo40 


/^ATTOr* A AOTA A/^/^ ATAT/^T/^TTrtTA/5TTA/^TA 

CATTCCAACTAAGCATATCTCTTo FAoTl Ao 1 A 


aR6-3 


2928 


TAT#^^/^ A A /^TA A /^#^ ATA ^rf^T/^ 1 1 AO/^ All AT^A 

TATCCCAACTAAGCATACCTCTTACGATTATCA 


aR6-4 


3219 


^AX^^^A A^TA A/^^ A*rA"f*/^T*OT~T"A^ A A't '1' ATT A 

CATCCCAACTAAGCATATCTO 1 1 ACAATT ATTA - 


aR6-5 


3296 


A 1 A A A A AAA ^^'I'^t I I'^^^T A ATT A 

CATTCCAACTAAGCAAACCTCTTGGTATTATTA 


aR6-6 


3401 


CAACTAAG T TCTTATGATTATT 


aKo-/ 


*>tDD 


ATTr*o ArioTA A/^r*ATAxr*TOTT/^r^ a attatta 
UA I 1 ULrAoU 1 AAoLrA 1 A 1 O 1 w 1 1 AA 1 1 A i 1 A 








SEQ ID 






bR6-1 


1841 


TMCCCAATrAAGCACATCTCTTGCAATTATTA 


bR6-2 


1916 


CATTCCAACTAAGCATATCTCTTGTAQTTATTA 


bR6-3 


2009 


TATCCCAACTAAGCATACCAATTACGATTATCA 


bR6-4 


2418 


CCTCCCAACTAAGCATATCTCTTACAATTATTA 


bR6-5 


2495 


CATTCCAACTAAGCAAATCTCTTGGAATTATTA 


bR6-6 


2602 


TATCCCAACTAAGCACATCCCTCATGATTATTG 


bR6-7 


2684 


TATTCCAGCTAAGCATATCTTTTACAATTATTA 








consensus 




YafYCCAacTAAGCAriAlCtcTtRnralTAtta 



Les s6quences regulatrices SEQ ID N'^S et SEQ ID N'*4 des 
g§nes DD1-a et DDI-b selon rinvention comprennent quelques motifs 
constitu^s de sequences r^pStees inverses, respectivement des 
10 sequences du type « STEM-LOOP y> ainsi que des sequences 
« PAUNDROMIQUES ». 

Les structures de type a STEM^LOOP » sont representees dans 
le tableau 6 d-apr&s. 
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Tableau 6 





position 




SEQ ID 
N'3 




. . •• 


IR1-L 


2406 


6GTGTTTGAATACACTAGAGCTAATAGrTTAGT-45- 
AACTATTAGCTAI 1 II I" 


IR1-R 


2598 


GGGGTGTGAATGCACTCGAGCTAATAGTTAGT-48- 
AACTATTAACTAATTTA 


IR1A-L 


2424 


AGCTAATAGTT-24 


IR1A-R 


2493 


AGGTAATAGTT-24 


IRIB-L 


2S08 


AGCTAATAGTTAGTTGGCTA-1 6 


IR1B-R 


2580 


AGTTAATAGTTAGGTAGCTA-16 








IR7-L 


3441 


TCC3TATATAGAAAGATATAAT-22 


IR7-R 


3526 


CTATATATAGCACAATATACT-22 








SEQ ID 
N°4 






IR7-L 


2654 


CCATATATAGAAAAATATAAT-24 


IR7-R 


2744 


CTATATATA6CACAATATACT-24 



5 



La region autour de IR1 n'est pas conserv^e entre les 
promoteurs DD1-a et DDI-b. La sequence IR1-L est elle-m§me une 
stmcture « stem-loop » composee de 1R1A-L et IR1A-R. De meme, IRl-R 

10 est un « stem-loop » entre IR1B-L et IR1B-R. La structure de type 
« STEM-LOOP » IR7 contient dans le « loop » la r§p§tition R6 decrite ci- 
avant Elle contient dans ie « stem » le palindrome IR6 d^crit cndessous 
ainsi que la boTte TATA. 

Les stmctures de type « PALINDROMIQUES » de chacune des 

15 sequences SEQ ID N**3 et SEQ ID selon Tinvention sent decrites 
dans le tableau 7 ci-dessous. 
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Tableau 7 





position 


DDI-a SEQIDN'3 


Dosilion 


DDI-bSEQ IDN'4 


1R2-L 


2394 


TAG-ATAGATAGGG 


1365 


TATGGTAGACATAC 


IR2-R 


2419 


TGT-ATTCAAACAC 


1392 


TATGGTAAAAATAT 


1R3-L 


3001 


TCTTTCTAT 


2081 . • • 


TCTTTCTAT 


IR3-R 


3018 


TCTTTCTAT 


2098 


TCTTTCTAT 


IR4-L 


3165 


CGATAT 


2364- 


CTATAT 


IR4-R 


3176 


CTACAT 


2375 


CTATAT 


IR5-L 


3435 


ATATCTTCCTAT 


2648 


ATATCTCCATAT 


IR5-R 


3458 


ATATCTTTCTAT 


2671 


ATAnTTTCTAT 


IR6-L 


3517 


CTATA 


2735 


CTATA 


IR6-R 


3526 


CTATA 


2744 


CTATA 



En outre, ptusieurs §i6ments r^gulateurs c/s potentieis ont 
Identifies dans chacune des s6quences SEQ ID N^3 et SEQ ID N**4 ^ la 
fois. Ces Elements cis sont d6tailles respectivement dans las tableaux 8 
et 9 ci-dessous. 

10 Par une 6tude d'homologle de sequences avec les donn^es de 

sequences r^pertoriees dans la base de donn^e PLACE, le demandeur a 
identifi^ des Elements structuraux caracteristiques de certaines 
sequences r§gulatrices, telles que representees dans le tableau 8 ci- 
dessous. 



15 
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Tableau 8 



uesignation au mouT 
nouienciaiure ruw^tz) 


posiiion 
uui-a/ 
^Pr^ in 

IN W - 


position 

UUl-D/ 

^pn in 

IN t 


sequenoa 


RHi^llWTPATPB 




1fiQ7 


ATA6AA 




OU iw 














\j\jr\f\ 1 PV./A 1 




Of o 






1710 

If 1 w 




AAAQ 




1 r OO 










17R1 








iQni 






'^014 


9004 














ODO£. 


ou 






3105 

SJ 1 WW 


2191 

^ Iw 1 


GATAAG 


MYBCORE 


2663 


1732 


CNGTTR 


POLLEN1LELAT52 


2621 


1699 


AGAAA 




3012 


2092 






3279 


2478 






3449 


2662 






3573 


2791 




ROOTMOTIFTAPOXI 


1789 


646 


ATATT 




2883 


1961 






3157 


2353 






3394 


2593 






3509 


2727 





5 

Le motif BOXIINTPATPB est retrouvd dans de nombreux 
promoteurs! v6gitaux, y compris dans le promoteur du gSne atpB du 
tabac et diffSrents autres g^nes de plastide v^g^taux, ce motif 6tant 
10 d6crit notamment dans rartide de KAPOOR et aL (1999). 

Le motif CCAATB0X1 constitue une sequence commune 
retrouv^e dans les regions non codantes localis^es du c6te S' de 
nombreux genes eukaryotes . 

Le motif DOFCOREZIVI possede un site de recx)nnaissance 
IS pour les prot6ines Dof de maTs. Les prot§ines Dof sont des prot^ines se 
liant ^ TADN poss6dant potenttellement un unique motif en doigt de dnc . 
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Le motif DOFCOREZM est .d§crit notamment par YANAGISAWA et al., 
(1999). 

Le motif DPBFC0RECDC3 est une classe particullere de 
facteur de transcription de type bZIF^, retrouvS notamment dans ia • 
s sequence promotrice du gdhe Dc3 de ia carotte, dont {'expression est 
sp^que de I'embiyonr Le mo^ DPBFC0RECDC3 est notamment 
decrit par KIIMetal. (1997). 

i^ moUf E60XNNAPA est retrouv§ dans ia sequence 
rSguiatrlce d'un g^ne de prot6ine de stodcage de Bras&ca napus et est 
to d6crit par exemple par STALBEI=iG et ai. (1 996). 

Le motif IBOX est une sequence conserv^o retrouvte en amont 
des gSnes r6gui6s par la lumi^re. Un tel motif a §te notamment retrouvS 
dans ia region promotrice du gdne itcS chez la tomate et chez 
AralMopsis. Le moOf IBOX est notamment d^crit par GIULIANO et ai. 
IS (1998) et par DONALD etai. (1990). 

Le motif MYBCORE est. un site de fixation pour ies prot6ines 
MYB, ATI\/iYB1 et ATMYB2, toutes isoi6es dnez Arabidopsis. La prot6ine 
ATI\4YB2 est Impliqu^ dans la regulation de gdnes sensibles k un stress 
tiydrique chez Arabidopsis. Une protSine l\^B de p§tunla, la prot^ine 
20 IVIYB.Ph3 est impiiquee dans la regulation de ia biosyntiidse des 
fiavonoTdes comme d6crit par SOLANO et al., (1 995). 

Le motif MYBCORE est decrit notamment par LUSCHER et al; 
(1990), par URAO et al. (1 993) et par SOLANO et al. (1995). 

Le motif POLLEN1LELAT52 constltue Pun des deux 6I6ments 
25 r^gulateurs responsables de I'activation sp^dfique du pollen chez la 
tomate du g^ne Iat52. Un tel motif structural est notamment ddcrit par 
BATE etai; (1998). 

Le rhotif ROOTMOTIFTAPOXI est retrouv6 h ia fbis dans Ies 
promoteurs du g§ne rolD et du gdne de ia peroxydase P0X1 sp§ciflque 
30 des racines de bie. Un tel motif structural est notamment ddcrit par 
ELI\4AYAN etai. (1995). 
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Par une etude d'homologie de s^uence entre las sequences 
nucl6otidlques SEQ ID N^'S et SEQ ID NM selon invention d'une part, et 
d'autre part les s§quences r§pertoriees dans la base de donn6es CARE, 
5 le demandeur a identifi§ des motifs caracteristiques supplSmentalres 
dans les sequences r^gulatrices des gdnes DD1-a et DDI-b, qui sont 
d^tailles dans le tableau 9 cl-apr§s. 



Tableau 9 

10 



D^ignation du 
motif 

(nomenclature 
CARE) 


position 

DDI -a/ SEQ ID N*3 


position 

DD1-WSEQiDN»4 


s^uence 


AT-TCT-motif 


3237 


2436 


TCTTAC 


GM-CAAT-lwx 


2727 


1806 


CAATT 




2785 


1864 






3242 


2441 






3489 


3207 




OS-TATC-box 


2S27 


200a 


TATCCCA 


PC-chs-CMA2a 


3560 


2778 


TCACTTGA 


ZM~TATA-box 


2891 


1969 


TATATAT 




3347 


2546 






3517 


2735 





Les motifs structuraux du tableau 9 ci-dessus sont pr§cis6s cl- 

15 apr§s. 

Le motif AT'^TCT constitue une partie d'une sequence d'ADN 
conserv6 g^^ ^ ^e^gjb ^ iiSPJiqu^. dans la rtponse k la lumldre. Un tel 
motif stiuctural est par exemple decrit par KWON et al. (1 994). 

Le motif GM'-CAAT-box est un el6ment aglssant en c/s qui est 
20 retrouv6 commun§ment dans les regions promotrices et actlvatrices 
enhancer yt) . 

Le motif stnjctural OS-TATC-box est un Element aglssant en 
cis Impliqu^ dans la rdponse a la gibberelline, qui est d§crit notamment 
par TAKAIWAetal. (1991). 



wo 02/36788 



31 



PCT/FROl/03439 



Le motif PC'-chs-CMA2a est la partie tfun module d'ADN 
conserve chs impliquS dans la reponse & la lumiere, qui est notamment 
d^crif par HERMANN at af. (1988). 

Le motif ZM-TATA-box est Telement promoteur proprement dit 
5 Idealist en general d line distance d'environ' 30 bases du site d'initiation 
.. .de.la traciscdption. Un tel motif structural est notamment ddcrlt par 
SHEEN etal. (1991). 

En cons^uence, {'invention a Sgalement pour objet un acide 
nud^ique comprenant un polynucleotide possSdant au moins 80% 
10 d'identitd en nudtotide avec la sequence nucltotidique SEQ ID N^'S, ou 
avec un fragment de cettd sequence nuclSotidique ainsi qu'un acide 
nucl^ique de sequence compl§mentaire k I'acide nud^ique pr6cit§. 

L'invention a 6galement pour objet un adde nud^ique 
possedant au mdns 80% dIdentitS en nucleotide avec ia sequence 
15 nud6otidique SEQ ID N*3, ou avec un fragment de cette sequence 
nudeotldique, ou un adde nucl^ique de sequence complementaire ^. 
Tadde nudeique pr^citS. 

Uinventlon est egaiement relative d un acide nuciSlque 
caracterise en ce qu'll comprend la sequence nudeotidlque SEQ ID N^'S. 
20 Uinvention a egaiement trait a un acide nudeique constitu6 de 

la sequence nud§otidique SEQ ID N^'S. 

Un autre objet de invention consiste en un adde nudeique 
comprenant un polynucleotide possedant au moins 80% d'identite en 
nucleotide avec la sequence nudeotidlque SEQ ID N*'4, ou avec un 
V fragment de cettie sequence nudeotidlque ainsi qu'un acide nucieique de 
sequence complementaire e Tadde nucteique preclte. 

Constitue un autre objet de invention un acide nucieique 
possedant au moins 80% d'identite en nudeotlde avec la sequence 
nudeotidlque SEQ ID NM, ou avec un fragment de cette sequence 
30 nucl6otidique ainsi qu'un adde nudeique de sequence complementaire a 
Tacide nucieique predte. 
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invention a Sgalement trait a un acide nuciSique comprenant 
la sequence nucl6otidique SEQ ID NM, ainsi qu'un acide nucleique 
constitue de la sequence nucleotidique SEQ ID N''4. 

Linvention est egalement relative a un acide nucl6ique 

5 comprenant un polynucleotide regulateur de Texpression d'une s6quence 
nucleotidique dlnt^rSt chez une plante, ledit polynucleotide regulateur 
comprenant un polynucleotide possedant au moins 80% d'identtte en 
nucleotide avec la sequence nucleotidique SEQ ID H^'Z ou SEQ ID N''4, 
ou avec un fragment de cette sequence nucleotidique. 

10 Par « fragment » d'un acide nucieique de I'une des sequences 

regulatrices du gene DDI-a ou DD1-b selon {'Invention, on entend une 
sequence nucleotidique d'une longueur en bases inferieure k celle de la 
sequence SEQ ID N^'S ou SEQ ID et conservant la capacfte e dlriger 
rexpression d'une sequence nucleotidique d'lnterSt dans une plante. 

15 De maniere tout e M preferee, un fragment d'un acide 

. nucieique reguliateur selon I'inventton. consiste eh une siequence 
nudeotidtque d'une longueur en bases inferieure e celle de la sequence 
SEQ ID N'^S ou SEQ ID NM et conservant la capadte e dhlger 
■'expression d'une sequence nucleotidique d'interet dans les cellules de 

20 la zone de transfert du grain en developpement 

L'activlte blologique d'un fragment d'un adde nucieique de 
sequence SEQ ID N^'S ou SEQ ID NM regulateur selon I'lnvention peut 
§tre aisement verifi6e par Thomme du metier, notamment a I'aide des 
constructions de vecteurs et des precedes de transformation de plantes 

.25 avec ces demiers, tels que decrits dans les exemples de la presente 
description. 

A titre illustratif, un fragment d'un acide nucieique regulateur 
selon rinvention peut §tre obtenu par coupure enzymatique de Tun des 
acides nucieiques decrits ci-dessus, de maniere preteree d'un adde 
30 nucieique de sequence SEQ ID N'3 ou SEQ ID NM, a I'aide d'une 
exonuciease ou encore d'une endonudease de restriction. 
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Notamment, un fragment d'un acide nucl§ique regulateur selon 
rinvention peut gtre obtenu par exempte par d^lStion d'un ou plusieurs 
nucleotides du polynucleotide de sequence SEQ ID N'^S OU SEQ ID N''4 
^ I'aide de la technique d rexonucl^ase III, telle que decrite par exemple 
5 parAUSUBELetal.(1989). 

Un fragment d'un acide nucl^ique regulateur selon {'invention a 
avantageusement une longueur d'au moins 200, 250, 300, 400, 500, 
750, 1000, 1200, 1500, 2000 ou 2500 nucleotides, ou encore paires de 
bases (bp), s'll se pr6sente sous la forme double brin. 
10 Pour la mise en oeuvre d'enzymes de restriction aux fins 

d'obtenir des fragments d*un acide nucieique regulateur selon Hnvention, 
I'homme du metier pounra avantageusement se reterer e I'ouvrage de 
SAMBROOKetal.(1989). 

Un fragment d'un acide nudeique regulateur selon rinvention 
15 pouna egalement Stre prepare par amplification speclfique du fragment 
d'interdt e I'aide d'un couple d'amorces encadrant, respectivement .du 
cOte 5' et du cdte 3\ la sequence d'interdt, par exemple k I'aide de la 
methode PGR, telle que decrite notamment dans les brevets americains 
h"US 4-683.195. US 4.683.202 et US 4.965.188. 
20 Par exemple, Thomme du metier peut obtenlr un fragment de 

Tacide nucieique regulateur du gdne DD1-a de sequence SEQ ID N^'S 
par amplification de la sequence SEQ ID N^'S a Taide de la paire 
rfamorces de sequences respectives SEQ ID N^'IS et SEQ ID N^^l?, ou 
encore avec la paire d'amorces de sequences respectives SEQ ID NM4 
.25 etSEQIDN"17. 

L'homme du metier peut obtenir un fragment tfun acide 
nudeique regulateur du gene DDI-b de sequence SEQ ID en 
mettant en oeuvre une paire d'amorces respectivement de sequences 
SEQ ID NM5 et SEQ ID N^17 ou encore une paire d'amorces de 
30 sequences respectives SEQ ID N^'ie et SEQ ID N'^l?. 



wo 02/36788 



34 



PCT/FROl/03439 



Des fragments d'un acide nucl6ique r^gulateur de sequence 
SEQ ID N'^S ou SEQ ID selon rinventlon comprennent de pr6f6rence 
au moins Tune des boites « TATA » referencees pour chacune de ces 
sequences dans le tableau 9 q[-dessus, et encore plus pr^ferentiellement 
• 5 les trois boTtes « TATA » r§f§rencees dans ce tableau. 

L'lnt6r3t d'un acide nucl6lque r^guiateur du gene DDI -a ou 
DD1-b selon Tinvention, comprenant la sequence SEQ ID N'^S ou SEQ ID 
NM, ou encore un fragment de Tune de ces sequences, est d'inclure cet 
acide nuclSique regulateur dans une construction d'ADN, ou cassette 
10 d'expression, comprenant 6galement un polynucleotkie d'inter§t dont 
Texpression specifique est recherch^e dans les cellules de la zone de 
transfert du grain. 

Linventton a done encore pour objet un acide nucleique 
comprenant une sequence nucleotidique d1nt6r§t plac6e sous le contr&le 
IS d'un poiynudSotide r6gulateur tei que d6fini d-dessus. Un tel acide 
nucielque peut §tre appei6 K cassette d'expression 

^invention conceme encore, un acide nucleique comprenant un 
polynucleotide rdgulateur tel que d6fini ci-avant, caract6ris§ en ce qu'il 
cpmprend en outre une sequence nuci^otidique d'int6r6t 
20 fonctionnellement assod§e au polynucleotide rSgulateur. 

De maniere generate, la sequence nucleotidique d'inter§t peut 
etre toute sequence codant pour une proteine dont t'expression est 
recliercliee dans une plante ou encore toute sequence codant pour un 
25 acide nucleique sens ou un acide nucieique antisens. 

Dans un mode de realisation prefere, la sequence nucleotidique 
d'interet code pour une proteine impliquee dans le transfert de 
metabolites vers Talbumen en developpement d'un grain de plante. 

Uinvention a done aussi pour objet Tutillsation d'un acide 
30 nucieique regulateur du gene DD1-a ou du gene DDI-b tel que detini 
dessus dans des constmctions nudeotldiques destinees e ameiiorer la 
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quality agronomique, alimentaire ou industrielle d*une plante, en 
controlant notamment la taille et/ou le d6veloppement de ratbumen du 
grain. 

On peut par exemple rechercher une augmentation de la teneur 

5 en lysine et alnsi modifier qualitativement la composition en prot§in6S de 
I'albumen. On peut aussi reclierclier une modification du rapport 
amylose/amylopectine afin de modifier ia quality de I'amidon stockd dans 
ralbumen, ou encore une augmentation de la teneur en amidon et 
augmenter ainsi la taille de I'albumen par rapport d I'embryon. 

10 Par la.transfomiation de piantes avec de telles constnictions 

nucl^otidlques, on peut ggalement recherdfier une action pr^coce et 
sp6cifique sur le d§veloppement des tissus de Talbumen en utiiisant, en 
tant que sequence nuci6otidique d*int§ret, une sequence d6r1v§e d'un 
gene stimulateur (p. ex. hionnone telle qu'une cytokinine ou une auxine). 

15 L'expression rfune hormone sous le contr61e d'un aclde nucl6ique 
r6gulateur du g6ne DD1-a ou DD1-b chez une plante peut permettre de . 
modifier les processus de cellularlsation et, de fa^on conrel^e, le 
developpement de Talbumen (SCOTT et al., 1998). 

On peut aussi utiliser des sequences nud^otidiques dInterSt 

20 d§riv§es de g§nes codant pour des transporteurs de nutriments 
(notamment des sucres) d i'interface plante/albumen, ou encore derfvees 
de gdnes codant pour des inhibiteurs de ces transports, en vue d'une 
accumulation diffdrentielles de nutriments dans I'albumen. 

On peut egalement utiliser des sequences nucleotidiques 

25 d'interet codant pour des prot^lnes d'int6r§t th^rapeutique, telle que. 
l'h6moglobine ou le Facteur VIII. 

Des exemples illustratifsi mais non llmttatifs, de sequences 
nucleotidiques d'intSr§t pouvant 3tre plac^es sous le contr6le d'un aclde 
30 nucl^ique rSgulateur des g§nes DD1-a ou DD1-b selon Tinvention sont 
pr6sentSs ci-dessous. 
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Sequences nucleotidiques dMnteret plac6es sous ie contrdle d'un 
acide nucl§ique regulateur selon Tinventlon 
a) Metabollsme des sucres 

5 ' ' De manidre gdnSrale, la sequence nud^otidtque d'int6r§t peut 
coder pour Tune quelconque des enzymes impliqu^es dans ie stockage 
des sucres dans i'albumen, telles que i'lnvertase, la saccharose 
phosphate synthase, la saccharose synthase, TUDP-glucose 
pyrophosphorylase, TADP-^lucose pyrophosphorylase, la "starch 

10 branching enzyme " ou la " starch synthase 

La sequence nucl^otidlque d'int^rSt peut aussi coder pour un 
transporteur de sucrose ou un transporteur d'hexose dans la zone de 
transfert BETL afin d'amdilorer soit Ie transfert des assimilats soit 
d'augmenter la teneur en hexose dans I'endosperme ou bien dans la 

IS zone de transfert elle-m§me. Dans ce demler cas, il peut y avoir un 
accroissement de ractivitS mitotique vla une stimulation du cycle 
cellulaire, notamment parce que les promoteurs DD1-a et DDI-b sont 
tr6s pr6coces. Des sequences codant pour des transporteurs de sucres 
sont par exemple cedes codant pour ie transporteur symptastique de 

20 sucrose (AOKI et al., 1999) ou pour divers transporteurs de 
monosaccharides dScrits dans la base de donnSes Est ZmDB (GAI et ai., 
2000), 

La sequence nucleotidique d'interet peut aussi coder pour une 
hexokinase telle que d^crite par JANG et al., (1997) afin d'am6liorer Ie 
25 remplissage du grain. , 

L'utilisation de Tinvertase (EC 3.2.1.26) permettrait un cllvage 
plus efficace du saccharose en glucose et fructose et serait susceptible 
d'augmenter la Vitesse de transport et aussi de fevorlser robtention de 
30 grains plus gros, puisqu'il est observe que des ptantes mutantes pour 
cette enzyme possdde des grains tres petits. On peut utiiiser une 
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Sequence codant pour une invertase parii&tale ou pour une invertase 
soluble. On peut par exemple utillser les sequences d^rivSes des gdnes 
Inc W1 (N** d'acc6s AF050129 de la base de donn6es GenBank), Inc W2 
{H\ tfacc6s AF050128), Inc W3 (N" d!acc6s AF043346 et AF 043728),. 

5' Inc W4 (N* rfaccfes AF 043347). Ivrl (N** d'acces U16123 et AF171874) 
ou encore celler6f§renc6e sous leN^'d'accgsYI 6262. .. 

L'utilisatlon de la saccharose synthase (E.C. 2.4.1.13) 
pennettrait d'Induire une augmentation de la consommation du 
saccharose dans I'albumen et devrait ainsi diminuer son transport vers 

10 Tembryon et r§duire la tailie de ce dernier et augmenter la tallle de 
Talbumen. Ont peut par exemple utillser les sequences d§rivdes des 
g§nes Sh1 (N"" d*acc6s X02382 et X02400 de la base de donn6es 
GenBank) ou Susi (N* d'accds L33244 et L22296). 

15 b) Prot6lnes du cycle cellulaire 

On peut induire une augmentation de la division cellulaire 
tocaiisSe dans la zone de transfert par Tutilisation, en tant que sequence 
nuclSotidique d*int§ret, de certaines cyclines, en partlculier la cycline D2 
20 d6crite par (COCKROFT et al. , 2000), ou encore la cycline D3, en vue 
d'obtenlr un meilleur remplissage du grain. 

c) Proteines de reserve 

25 Afin d'augmenter ia teneur en differents addes amines, teis que 

la lysine ou encore les acides amines soufr^s comme la cysteine et ia 
. methionine, II serait possible de favoriser ie transport (flux) de ces acides 
aminds ou prScurseurs de ces acides amines vers Talbumen k I'alde de 
sequences nudtotidiques d'int6r§t codant pour des transporteurs ou des 

30 pemi^ases d'acides amines, teis que par exemple les penn^ases de la 
lysine (CHEN et BUSCH, 1999) et les pemnSases de la methionine 
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(FISCHER et ah, 1998). On peut aussi utiliser une sequence codant pour 
un transporteur de soufre afin d'augmenter la synthase d'acldes amin6s 
soufres par ies cellules de Talbumen et conduire ainsi S un 
accroTssement de la teneur en ces acides amln6s. Des s6quences 
5 codant pour un transporteur de soufre sont par exemple d^crites par 
HAWKESFORD et al. (2000). 

On peut aussi mettre en oeuvre des sequences nucleotldiques 
d'int6r§t codant pour des transporteuns de certains ions ou encore codant 
pour la ferrltine. 

10 

d) Protanes de defense 

La sequence nucl^otidique d'intdr3t peut aussi coder pour une 
prot6ine impliqude dans la resistance aux maladies, telies que Ies 

IS chltinases (demands PCT N'WO 92/01792), Ies glucanases (demande 

. PCT N^WO 93/02197), I'oxalate oxydase .(demande PCT WO 
94/13790) ou encore Ies peptides anti*-bact6rien8 et/ou antifbngiques, en 
particuiier des peptides de mAns de 100 acides amines riciies en 
cysteine comme Ies thionines ou Ies d6fensines de plantes, et plus 

20 particuli^rement Ies peptides lytiques de toutes origines comprenant un 
ou plusieurs ponts disulfures entre Ies cysteines et des regions 
comprenant des acides amines basiques, notamment Ies peptides 
lytiques suivants: Tandroctonine (demande PCT N^WO 97/30082 et 
demande PCT/FR 98/01814 d6pos6e le 18 AoQt 1998) ou la drosomicine 

25. (demande nTCT/FR 98/01462 depos6e le 8 Juillet 1998), La sequence 
nucl6otldique d'int^rgt peut aussi coder pour une protSine ou un peptide 
choisi parmi Ies peptides ellciteurs fongiques, en particuiier Ies 6licittiines 
(KAI\flOUN et aL, 1993; PANABIERES et ah, 1995), 

Une protdine de defense d'intergt peut ^galement Stne un 

30 peptide antimicrobien du type tiiionine, dSfendne, icnotUne» ou une 
prot^ine de transfert lipidique (BROEKAERT et al., 1997). II peut s'agir 
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aussi d'un peptide antlfongique PAFP-s de Phytolacca Americana 
(FENG-SHAOetal.,1999). 

e) Molecule slanal/m6taboHsme des hormones 

La sequence nucl^otidique d*int6r3t peut aussi coder pour une 
molecule signals telle que le g^ne IPT de Hsopentenyl transferase 
(HEIDEiCAMPetai.,1983). 

On peut aussi utiliser des sequences des g^nes rolC et iaa en 
10 vue de la surexpresslon d'auxlne qui stimule aussi la division cellulaire. 

On peut 6galement mettre en oeuvre des sequences codant 
pour des molScules ligands, telles que la prot6ine CLAVATA 3 . 
6'Arabldopsls. 

15 . f) Autres s6auences nucl6otidiques d'interet 

On peut utiliser les sequences des genes Esr (« embryo 
sun^ounding region ») d§crits par OPSAHL-FERSTAD et al. (1997) qui 
sont exprim6es sp6cifiquement dans la region entouraht rembryon et 

20 dont une regulation (surexpresslon ou sous-expression) au niveau de la 
zone des cellules de transfert pounrait infiuer sur la taille de I'endospenme 
ou de son d^veioppement. 

On peut aussi mettre en oeuvre des sequences mut^es ou 
tronqu6es des genes du type polycomb telles que les sequences 

25 MEDEA, FIS et FIE {MK 1999) qui particlpent au contr6le - du 
dSveloppement de I'endosperme avant f^condation et qui interviennent 
dans la configuration de la chromatine et peuvent ainsi avoir une relation 
avec le niveau de m^thylation de cette demldre. La surexpression de 
gdne du type polycomb mutd ou encore I'inhibition de Pexpression de tels 

30 genes par des oligonucleotides antlsense puissent conduire & un 
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Kj^veloppement plus important de la zone BETL et done ^ un mellleur 
remplissage. 

On peut 6galement utlliser des sequences nucleotidiques 
d'intSrdt codant pour des prot^ines cytotoxiques telles que la barnase ou 
5 la toxins diphtSrique afin de d^truire specifiquement un tissu, en 
I'occurence la zone de transfert, et d'utiliser les fails sur le 
dSveloppement du grain, notamment sur le ddveloppenient de Pembryon 
en rabsenoe de la zone de transfert. 

10 SONDES ET AMORCES SELON UINVENTION 

Les acldes nuddiques selon Tinvention, et en particulier les 
s^uences nucleotidiques SEQ ID N'^l a SEQ ID N^'S, leurs fragments 
d'au moins 12 nucleotides, les sequences ayant au moins 80% d'identit6 

15 en nucleotides avec au molns une partie des sequences SEQ ID N'^l a 
SEQ ID N^'S, ainsi que les acldes nucieiques de sequence 
bompl6mentalre, sont utiles pour la detection de la presence d'au moihs 
une copie d'une sequence nucteotidique du gSne DD1-a ou du gdne 
DD1-b ou encore d'un fragment ou d'un variant allelique de cette 

20 derniSre dans un tehantillon. 

Font egalement partie de Tinvention les sondes et amorces 
nucleotidiques hybridant, dans des conditions d'hybridation de forte 
stringence, avec un adde nucieique choisi parmi les sequences SEQ ID 
N'^l a SEQ ID N^'S. 

25 Par conditions ^hybridation de forte stringence; au sens de 

Tinvention, on eritend les conditions d'hybridation suivantes: 



30 



Pr6hybridation : 

m§mes conhditions que pour Thybridation 
duree: 1 null 
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Hybridation: 

5 X SSPE (0.9 M NaCI, 50 mM phosphate de sodium pH 7.7, 5 
mM EDTA) 

5 X Denhardf s (0.2% PVP, 0.2% FIcoll, 0.2% SAB) . 
5 ' too Mg/mlADNdespermedesaumon 

0.1% SDS 

dur6e: 1 nuK. 

2 X SSC, 0.1% SDS 10 min BSX 
10 1 X SSC. 0.1 % SDS 10 min 65'C 

0.5 X SSC, 0.1 % SDS 10 min 65»C 
0.1 X SSC, 0.1% SDS 10 min 65'C. 

Les param^tres d§flnissant les conditions de stringence 
15 dependent de la temperature d laquelle 50% des brins appari^ se 
. s6parent (fm). . 

Pour les sequences comprenant plus de 360 bases, Tm est 
dSfinie par la relation: 

Tm= 81,5 + 0,41 (%G+C)+16,6 Log(concentration en cations) - 
20 0,63 (% fomiamide>(600/nombre de bases) (SAMBROOK et al., (1989), 
pages 9.54-9.62). 

Pour les sequences de longueur inf^rieure d 30 bases, Tm est 
d6finie par la relation: Tm= 4(G+C) + 2(A+T). 

Dans des conditions de stringence appropri^es, dans iesquelies 
25 les sequences aspSctfiques n'hybrident pas, la temperature d'hybridation 
est.approximativement de 5 d 30°C, de preference de 5 d lO'C en- 
dessous de Tm. 

Les conditions d'hybridation cl-dessus decrites peuvent etre 
adaptees en fonctlon de la longueur de radde nucieique dont 
30 {'hybridation est recherdiee ou du type de marquage choi^, selon les 
techniques connues de I'homme du metier. 
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Les conditions convenables d'hybridation peuvent par exemple 
etre adapt6es selon I'enseignement contenu dans Touvrage de NAMES 
. et HIGGINS (1985) ou encore dans Touvrage de AUSUBEL et al. (1989). . 

5 • " . 

Les sondes du les amorces nucleotidiques selon invention 
comprennent au moins 12 nucleotides consecutife d'un adde nucleique 
selon I'invention, en particulier d'un acide nucleique de sequences SEQ 
ID N'^l d 8 ou de sa sequence cpmplementaire, d'un adde nud^ique 

10 ayant 80% d'identitd en nud§ptide avec une sequence choisle pamii les 
sequences SEQ ID N^'l & 8 ou de sa sequence compl6mentalre ou 
encore d'un acide nud6ique hybrldant dans des conditions d'hybridation 
de forte stringence avec une sequence cholsie panmi les sequences SEQ 
ID N'^l d 8 ou de sa sequence complSmentalre. 

15 De preference, des sondes ou amorces riudeotldiques selon 

rinventlon aurpnt une longueur d'au moins 12, 15, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 
50, 75, lOOi 150. 200. 300, 400, 500, 1000. 2000 ou 3000 nucleotides 
consecutifs d'un adde nudeique selon Finvention. 

Alternativement, une sonde ou une amorce nucieotidique selon 

20 rinventlon consistera et/ou comprendra les fragments d'une longueur de 
12, 15, 18, 20, 25, 30, 35. 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 
1000, 2000 ou 3000 nudeotldes consecutifs d'un acide nudeique selon 
rinventlon. 

Des exemples d'amorces et de couples d'amorces permettant 
• 25 d'amplifier un fragment d'acide nucieique du gene DD1-a ou DDI-b de 
sequence respedive SEQ ID N^'l ou SEQ ID N''2 sont par exemple les 
amorces SEQ ID N"1 3 e 1 7 et 20 e 25. 

Le couple d'amorces SEQ ID N^13 et SEQ ID N**17 permet 
d'amplifier un fragment d'environ 3 kb contenu dans la sequence 
30 regulatrice du gene DDI -a de sequence SEQ ID N''3. 
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Le couple tfamorces SEQ ID N^14 et SEQ ID NM7 permet 
d'ampllfier un acide nucleique d'environ 1 kb contenu dans la sequence 
regulatrice du gSne DD1-a de sequence SEQ ID N'^S. 

Le couple d'amorces SEQ ID N*15 et SEQ ID N^17 permet 
5 ramplification d'un adde nucldique d'environ 2,5 kb contenu dans la 
sequence regulatrice du gene DD1-b de.sequence SEQ ID NM. 

Le couple d'amorces de sequences SEQ ID H^iB et SEQ ID 
N^'l? permet ramplification d'un aclde nucleique d'environ 1,6 kb contenu 
dans la sequence rdgulatrice du gdne DDI-b de sequence SEQ ID N''4. 
10 L'utilisation des amorces de sequences SEQ ID N''20 d 25 dans 

des reactions d'ampiification est d§crite d I'exemple 1. 

Line amorce ou une sonde nud6otldlque selon I'invention peut 
etre prepar6e par toute m^thode adapt^e bien connue de i'homme du 
metier, y compris par cbnage et action d'enzymes de restriction ou 
15 encore par synthase chlmique directe selon des techniques telles que ia 
mdthode au phospliodiester de NARANG et al. (1979) ou de Bf^OWN et 
al. (1979), la m6tiiode au dl6thylphosphoramldites de BEAUCAGE et al. 
(1980) ou encore la technique sur support solide decrite dans le brevet 
europ§en n'^EP 0 707 592. Chacun des acldes nucl6jques selon 
20 rinvention, y compris les sondes et amorces oligonuclSotidiques dScrites 
cl-dessus, peut etre marquS, si d6sir6, en incorporant une molecule 
detectable, c'est-d-dire un marqueur detectable, par des moyens 
spectroscopiques, photochimlques, biochlmlques, immunochimiques ou 
encore chimiques. 

25 Par exemple, de tels marqueurs peuvent consister en des 

Isotopes radioactife (^P ^H, ^S), des molecules fluorescentes (5- 
brbmodeoxyuridine, fluoresceine, ac§tylamtnofluordne, dlgoxig^nine) ou 
encore des ligands tels que la biotlne. 

Le marquage des sondes est fait de preference par 

30 incorporation de molecules marquees au sein des polynucleotides par 
extension d'amorces, ou bien par rajout sur les extremites 5* ou 3'. 
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Des exemples de marquage non radioactrf de fragments 
d'acides nucl61ques sont d6crits notamment dans le brevet frangals nTR 
78 10 975 ou encx)re dans las articles de URDEA et al. (1988) ou 
SANCHEZ PESCAPOR et al. (1988). 

5 De manlere avantageuse, les sondes selon Tlnvention peuvent 

avoir des caract^ristiques structurelles de nature h permettre une 
amplification du signal, telles que les sondes d^crites par URDEA et al; 
(1991) ou encore dans le brevet europ6en n'^EP 0 225 807 (Chiron). 

Les sondes oilgonuci6otidiques selon i'lnvention peuvent Stre 

10 utilisSes notamment dans des hybridations de type Southem d TADN 
genomique du g6ne DDI-a ou du g6ne DDI-b ou encore dans des 
hybridations d I'ARN messager de Tun quelconque des deux gdnes 
lorsque i'expression du transcrit con-espondant est recherchte dans un 
6diantillon. 

15 Les sondes selon i'inventbn peuvent aussi dtre utllis6es pour ia 

detection jde produits d'amplification PQR pu encore pour la detection de . 
m^sappariements. 

Une sonde particuiiere selon I'lnvention est par example la 
sonde de sequence SEQ ID N''26 ou encore la sonde de sequence SEQ 

20 IDN"29. 

Des sondes ou amorces nudeotldiques selon i'lnvention 
peuvent dtre immobills^es sur un support soiide. De teis supports solides 
sont bien connus de Thomme du m6tier et comprennent des surfaces 
des puits de plaques de micro-titration, des bllles de polystyrene, des 

25 bllles magnetiques, des bandes de nitrocellulose ou encore des 
microparticules telles que des particules de latex. 

En cons6quence, I'lnvention a encore pour objet un acide 
nucleique utlllsable en tant que sonde ou amorce nucl^otidique 
caracterisS en ce qu'il comprend au moins 12 nucleotides consdcutife 

30 d'un acide nucleique tel que dSfini ci-dessus, en particulier d'un acide 
nudSique de sequences nucl^otidiques SEQ ID k SEQ ID N^'S. 
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L'invention est 6galement relative h un acide nucleique utilisable 
en tant que sonde ou amorce nucl^otidique caractSrise en ce qu'il 
consiste en un polynucleotide d'au moins 12 nucleotides consScutlfs d'un 
. acide . nucl6lque selon I'invention, de manl6re tout S fait pr6f6ree d'un 
5 acide nucleique de sequences choisies parmi les sequences 
nucl6otidlques SEQ ID N"1 6 SEQ ID N"8. 

Un tel acide nucleique utilisable en tant que sonde ou amorce 
est par exemple Tadde nuclSiqire comprenant et/ou consistant dans un 
acide nuddique cholsl parmi les sequences SEQ ID N^'IS d SEQ ID 
10 N^17. 

Comme d§crit d-dessus, un tel acide nucleique peut en outre 
6tre caracterise en ce quMI est marqu§ par une nnol^cule detectable. 

Un acide nudeique utilisable en tant que sonde ou amorce 
nuciSotidique pour la detection ou i-amplification d'une sequence 
15 g^nomique, de I'ARNm ou de I'ADNc du gdne DDI-a peut en outre Stre 
carad(§ris6 en ce quMI est choisi pamril les sequences suivantra^ 

a) les sequences nudSotidiques hybridant, dans des conditions 
d'liybridation de forte stringence, avec un adde nucleique de sequence 
SEQIDN"1;et 

20 b) les sequences comprenant au moins 12 nudtotides 

cons^cutife d'un adde nucleique de sequence SEQ ID N'^l. 

Selon un autre aspect, un acide nucleique utilisable en tant que 
sonde ou amorce nucleotidique pour la detection ou ramplification d'une 
s6quence genoiriique, de I'ARNm ou de TADNc du g6ne DDI-b, peut 

25 Stre caract6ris6 en ce qu'll est choisi panrii les s6quences suivantes: 

a) les sequences nucl6otidiques hybridant, dans des conditions 
d*hybridation de forte stringence, avec un adde nudeique de sequence 
SEQ ID N^2; et 

b) les sequences comprenant au moins 12 nudtotides 
30 oonsteutifs d'un adde nucleique de sequence SEQ ID N''2. 
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La presente invention conceme dgalement un proc6d6 de 
detection de ia presence d'un acide nudSique du gdne DD1-a ou DDI-b 
dans un 6chantillon» ladite m6thode comprenant les Stapes de: 

1) mettre en contact une sonde ou une plurality de sondes 
5 nuclSotidiques seton invention avec I'Schantillon d tester; ' 

2) detector le complexe 6ventuellement formS entre la ou les 
sondes et Tacide nuclSique present dans rechantillon. 

Selon un . mode de realisation particulier du procdd6 de 
detection selon Tinvention, la ou les sondes oligonucleotidiques sont 
10 immobilisSes sur un support. 

Selon un autre aspect, les sondes oligonucleotidiques 
comprennent un marqueur detectable. 

L'inventlon conceme en outre un necessaire ou kit pour la 
detection de la presence d'uh adde nudeique selon invention dans un 
IS echantillon, ledit necessaire comprenant: 

a) une ou plusieurs sondes nucieotldiques telies que decrites d- . 

dessus ; 

b) le cas echeant, les reactifs necessalres i la reaction 
d'hybridation. 

20 Selon un premier aspect, le necessaire ou kit de detecSon est 

caracterise en ce que la ou les sondes sont immobilisees sur un support. 

Selon un second aspect, le necessaire ou kit de detection est 
caracterise en ce que les sondes oligonucleotidiques comprennent un 
marqueur detectable. 

25 Selon un mode de realisation particulier du kit de detection 

decrit ci-dessus, un tel kit comprendra une pluralite de sondes 
oligonudeotidiques confomies e invention qui vont §tre utilisees pour 
detecter des sequences dbles d'int6r§t du gene DDI-a ou du g6ne DDI- 
fa ou altemativement detecter des mutations dans les regions codantes 

30 ou les regions non codantes du gene DDI-a ou DDI-'b, plus 
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particuli^rement des addes nucleiques de sequence SEQ ID d SEQ 

ID N^'S ou les acides nucldiques de sequence complementaire. 

On entend par « sequence cible y> au sens de Tinventioni une 

sequence nuci^otique comprise dans un acide nuclSique, ladite 
5 sequence nuclSotidique hybridant, dans les conditions d'hybridation 

specifi§es dans la description, avec line sonde ou une amorce 

nud^otique de ^invention. 

Une sequence cible peut §tre par exemple une sequence 

comprise dans un acide nudeique regulateur du gdne DD1-a ou DD1-b 
10 ou encore une sequence comprise dans une region oodante g6nomique 

ou de rADNc de i'un ou I'autre de ces gSnes ou encore une sequence 

commune aux g6nes DD1-a ou DD1-b. 

Les amorces nudeotidiques selon Tinvention peuvent §tre 

utiils^es pour amplifier un fragment nudtotidlque queiconque (ADNg, 
IS ADNc, ARNm) du gdne DD1-a ou du g^ne DD1-b, et plus 

particuiidrement tout ou partie d'un acide nucl6ique de sequence SEQ ID 

N**1 d SEQ ID N^'S, ou encore un fragment ou un variant de oes 

s^uences. 

Un autre objet de i'lnvention conceme un procSdS pour 
20 rampliflcation d'un adde nud§ique selon rinventlon, et plus 
particulidrement d'un acide nuclSique de sequence SEQ ID N^'l ^ SEQ 
ID N^'S ou un fragment ou un variant allelique de celul-ci contenu dans un 
echantillon, ledit proc§de comprenant les 6tapes de : 

a) mettre en contact r^chantilion dans lequel la presence de 
25 I'acide nucl§ique cible est suspectee avec une paire d'amorces 
nudeotidiques dont la position d'hybridation est localis^e respectivement 
du cdt6 5' et du cdte 3' de la region de Tadde nudeique dble du gene 
DD1-a ou du gene DDI-b dont Tamplification est recherchee, en 
presence des rdactifs n§cessaires h la reaction d'amplification; et 
30 b) detection de Tadde nudeique Sventuellement amplifid. 
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Pour mettre en oeuvre le procSde d'amplification tel que d§fini 
chdessus, on aura avantageusement recdurs ^ Tune quelconque des 
amorces nucleotidiques d^crltes ci-apr6s. 

Uinvention a en outre pour objet un n§cessaire ou kit pour. 
5 ramplification d'un acide nucI6ique selon hnvention, et plus 
particulidrement tout ou partie d'un acide nucieique de sequences SEQ 
ID N^'l d 8, ledit n^cessalre ou l^lt comprenant: 

a) un couple d'amorces nucleotidiques confomne ^ rinvention, 
dont la position d'hybridation est localisSe respectivement du cdte 5' et 

10 du c6te 3' de i'acide nucieique cible du g^ne DDI-a ou du gene DD1-b 
dont I'amplification est recherchde; 

b) le cas 6ch^ht, les r§actlfs n^cessaires k la reaction 
d'amplification. 

Un tel nScessaire ou Idt d'arnpllfication comprendra 
15 avantageusement au moins une pairs d'amorces nucltotidlques telle que 
dScrlte ci-dessusi 

Selon un mode de rSalisation pr§f§r6, des amorces selon 
rinvention comprennent tout ou partie d'un polynuddotide choisi parmi 
les sequences nuclSoSdiques SEQ ID NMS d SEQ ID N"* 17. 

20 

VECTEURS RECOMBINANTS SELON ^INVENTION 

Selon encore un autre aspect, I'Invention conceme des vecteurs 
recombinants de donage eVou d'expression comprenant I'un quelconque 
. 25 des acidiBS nuclelques dSfinis ci-dessus. 

VECTEURS RECOMBINANTS COMPRENANT UN ACIDB 
NUCIEIQUE REGULATEUR DU GENE DDI-a OU DU GENE DDI-b. 



30 Un autre obJet de I'Invention consiste en des vecteurs 

recombinants dans iesquels a 6tS ins§r6e une sequence r^guiatrice du 
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g6ne DD1-a ou du gene DD1-b ou encore un fragment d'une telle 
sequence regulatrice, telle que les fragments d^finis dans la pr^sente 
description. 

Avantag&usement, un vecteur recombinant selon rinventlon 
s pounra comprendre un adde nud6lque r§gulateur de sequence SEQ ID 
N^'S ou SEQ ID NM ou encore un fragment de la s^uence SEQ ID N^'S 
ou SEQ ID .N*'4 capable de dinger t'expression d'un gdne d'interit placd 
sous son contr&ie dans les cellules d'une plante, et de mani^re tout d fait 
pr6f6r6e dans les cellules de la zone de transfert d'un grain en 
10 dSveloppement. 

Font ainsi partie de I'invention des vecteurs recombinants pour 
Texpression d'un polynucleotide d-int6rfit dans la zone de transfert d'un 
grain de vegetal en dSveioppement comprenant: 

a) un acide nuclSlque rSgulateur du ghne DD1-a ou du gdne . 
15 DD1 -b tei que d6fini dans la pr6sente description; et 

- • b) un polynucli§otide d1nt§ret placd sous le contrOi^ de i'aclde ' . 
nucl6!que r6gulateur defini en a). 

Pr^ferentieliement, ie polynucleotide d'interSt plac6 sous le 
contr6ie de Tacide r6gulateur du g§ne DDI -a ou DDI-b est un acide 
20 nucieique codant pour une proteine lmpliqu6e dans ie transfert de 
metabolites vers Talbumen en d6veloppement d'un grain de plante. 

Les polynucleotides d'interSt preferes ont ete decrits 
precedemment dans la description. 

Le polynucleotide d'interet peut consister en un polynucleotide 
25 codant pour un polypeptide detectable, ou polypeptide marqueur tel par 
exemple un polynudeotide codant pour la proteine 6US ou encore pour 
une proteine fluorescente, telle que la proteine GFP (Green Fluorescent 
Protein) ou YFP (Yellow Ruoresoent Protein). 

Un vecteur qui peut etre mis en oeuvre pour introduction d'un 
30 acide nucieique regulateur selon I'invention capable de contrQIer un 
polynucleotide d'interfit est le plasmide L127a5 represente k la figure 7; 
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Des vecteurs recombinants dans lesquels ont et^ Introdults un 
acide nucleique rSgulateur du g§ne DDI-a ou du gene DD1-b selon 
rinvention localises en amont d'un polynucleotide d'int6r§t sont par 
exemple le vecteur recombinant L246a represents i la figure 8, . le 

5 vecteur L246b repr§sent6 d la figure 9, le vecteur L247a repr6sente d la 
figure 1 0 et le vecteur L247b repr6sent6 S la figure 11. 

Le vecteur L246a comprend un adde nudSique d'environ 3 kb 
de la sequence rSgufatrlce du g&ne DDI-a localise en amont du gdne 
rapporteur GUS. Le vecteur L246a est contenu dans la souche de 

10 Escherichia coli dSposde d la CNCM le 4 Octobre 2000 sous le n"" 
tfacc§s I-2567, 

Le vecteur recombinant L246b comprend un acide nuciSique 
rSgulateur d'environ 1 kb du g^ne DDI-a, plus prteisement un acide 
nucieique allant du nucleotide en position 2585 Jusqu'au nucleotide en 

IS position 3595 de la sequence nudeotidique SEQ ID N''3. 

Le vecteur L. 247a contient un adde nudeique regulateur 
d'environ 2,5 kb du gene DDI-b. Le vecteur L247a est contenu dans la 
souclie de Escherichia coll deposee e la CNCM le 4 Octobre 2000 sous 
le n^ d'acces 1-2568. 

20 Le vecteur L247b comprend un acide nudeique regulateur 

d'environ 1,6 kb de la sequence du gene DDI-b, plus preclsement un 
acide nucieique regulateur atlant du nucleotide en position 1204 au 
nucleotide en position 281 3 de la sequence nudeotidique SEQ ID NM. 

Uinvention a encore pour objet un vecteur recombinant 

25 caracterise en ce qu'il est cholsi parmi les vecteurs L246a, L246b, L247a 
et L247b. Pour I'ensemble des vecteurs L246a, L246b, L247a et L247b, 
I'acide nucieique regulateur du gene DDI-a et du gene DDI-b est 
localise en amont du gene marqueur GUS, dont 11 contrdie Texpression. 



30 VECTEURS RECOMBINANTS CONTENANT UN ACIDE 

NUCLEIQUE CODANT POUR UN POLYPEPTIDE SELON 



UINVENTION. 
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Un autre objet de Tinvention, conslste en un vecteur 
recombinant de clonage et/ou d'expression cx)ntenant une sequence 
codante du g6ne DD1-a ou du gdne DD1-b, plac6 sous le contrdle d'une 
5 .s6quence regulatrice appropri6e fonctionnelle dans rorgariisme hote 
dans lequel Texpression d'un polypeptide' selon ilnvention est 
recherch§e. 

II a montre selon Tinvention qu'un polypeptide code par ie 
gdne DDI-a ou le gene DD1-b est exprime sp6cifiquement dans les 

10 cellules de ia zone de transfer! du grain en d6veloppement et est ainsi 
susceptible d'etre impiiqu§ dans le transfert des metabolites de la plante 
rnere vers ('albumen, ou encore d'etre impliquS dans la defense de la 
plante envers divers pathog&nes v6g6taux, de constltuer un signal pour 
le d^veloppement de I'albumen et/ou de i'embryon comme o'est le cas 

15 des g^nes codant pour les prot§ines BETL1 d BETL4 dScrits par 
HUEROSetal. (1999b), 

Ainsi, nhvention a encore pour objet uh vecteur d'exprgssioh ' 
recombinant comprenant 

a) un acide nuc]§ique r^guiateur de Pexpression d'un 
20 poiynucltotide d'intSrfit dans un organisme h6te d6temnin6; et 

b) un polynud^de d'intdrgt codant pour un polypeptide selon 
I'invention, pr§f§rentieUement un acide nucISique de sequences SEQ ID 
NM.2,5,6,7ou8. 

Afin d*ameIiorer la quality ou la quantity des metabolites 
25 presents dans I'albumen du grain mature, pu encore d'augmenter la 
resistance d'une plante d divers patliog^nes v^g^taux, il est done utile de 
surexprimer un acide nudSique codant pour un polypeptide code par le 
g6ne DD1-a ou par le gdne DD1-b. 

Le cas dctieant, la sequence regulatrice capable de contrdler 
30 I'acide nuciSique codant pour un polypeptide selon I'invention peut etre 
une sequence regulatrice inductible par un metabolite particulier, tel que: 
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• une Sequence regulatrice inducible par les glucocorticoTdes 
telle que d6crite par AOYMA et aL (1997) ou telle que decrit par 
McNELLYSetal.{1998): 

. - une s6quence r6gulatrice inductible par rethanol, telle que 
5 celle decrite par SALTER et al (19d8) oii encore telle que dScrite par 
KADDICKetal;(1998); 

- une sequence regulatrice inductible par ' la tetracycline telle 
que celie commerclaiis^e par la Soci6t6 CLONTECH. 

La sequence regulatrice capable de contrdier i'acide nucldique 
10 codant pour un polypeptide selon Tinvention peut comprendre un 
promoteur constitutif, tel que: 

- le promoteur 35S,. ou avantageusement le promoteur 
constitutif double 35S (pd35S) du CaMV, d^crits dans i'arHde de ICAY 

15 ET6AL.(1987); 

- le promoteur actine du riz suivi .de llntron acBne de riz (PAR: 
LAR) contenu dans le plasmide pAct-1-F4 dterit par McELROY et- al. 
(.1991); 

- le promoteur pUbitdu gSne codant- pour Tubiquitine 1 de 
20 maTs (CHRISTENSEN et al., (1992). 

La sequence regulatrice capable de contrdier i'acide nucieique 
codant pour un polypeptide seion Tinvention peut aussi diriger une 
expression de Tacide nucl6ique d'int6ret sp6cifiquement dans certains 
tissus, comma la graine, la feuille ou la racine. II peut s'agir notamment 
25 des sequences regulatrices suiyantes: 

- un pfomcteur tissu sp6clfique comme le promoteur HMWG de 
ble ou d'orge, ou encore le promoteur pCRU du g^ne de la crucif^rine de 
radis, qui permettent tous trois une expression de la protSine d'intSr§t 

30 dans les graines (ROBERTS et al. (1989) ; ANDERSON O.D. et al. 
(1989); DEPIGNY-THIS etal.(1992); 
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- les promoteurs PGEA1 et PGEA6 correspondant § la region 5' 
non codante des gdnes de la proline de reserve de graines, GEA1 et 
GEA6 respectivement d'Arabldopsis thaliana (GAUBIER et al., (1993) et 
permettant une expression spScifique dans les graines; 

5 - le promoteur du g§ne de zdine de maTs (Pz6ine) contenu dans 

le piasmide p63, et penmettant I'axpression dans I'albumen des 
semences de maTs (REINA et al., 1990); 

- des promoteurs sp^cifiques de regions ou de tissus 
particullers des plantes, et plus particuli^rement des promoteurs 

10 sp^cifiques des graines (DATLA, R. et al., 1997), notannment les 
promoteurs de la naplne (EP 255 378). de la pliaseollne, de la giutenine, 
de rh^liantinine (WO 92/17580). de ralbumine (WO 98/45460), de 
i'o6losine (WO 98/45461), de I'ATSI ou de l*ATS3 (POT/US 98/06978, 
d§pos6e le 20 Octobre 1998, incorporSe ici par r^fdrence); 

15 - promoteurs specifiques des tissus feuilles ou raclnes. 

carBct6rlstlques generales des vecteurs recombinants selon 
rinventlon. 

20 Par « vecteur » au sens de la presente invention, on entendra 

une molecule d'ADN ou d'ARN circulaire ou lin^aire qui est 

indiff6remment sous fomie simple brin ou double brin. 

Un vecteur recombinant seion {'invention est indiff^remment un 

vecteur de clonage, un vecteur d'expression, ou plus spgcifiquement un 
25 vecteur d'insertion, un vecteur de transformation ou un vecteur 

d'int§gration. 

II peut s*agir d'un vecteur d'origine bactdrienne ou viraie. 
Selon un premier mode de realisation, un vecteur recombinant 
selon I'invention est utilise afin d'amplifier I'adde nucl^ique qui y est 
30 ins6rd aprds transfomiation ou transfection de I'hdte cellulaire .dSsii^. 
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Selon un second mode de r6alisation, il s'agit de vecteur 
d'expresslon comprenant : 

a) soit un aclde nucl^ique r§gulateur du g§ne DD1-a ou du ghne 
DDI-b tel que d6finl ci-dessus plac§ ^ proximite d'un pbIynucl6otlde 

5 d1nt§r§t plac6 sous le contrdle de cet acide nucl^ique r§gulate^^ - 

b) soit un acide nucldique codant pour un polypeptide selon 
rinvention cod6 par le gene DD1-a ou le gdne DDI-b, ou encore pour un 
fragment d'un tel polypeptide, ledit polynucleotide dtant place sous le 
oontrdle d'une sequence r^gulatrice fonctionneile dans I'organisme liOte 

10 dans lequel I'expression de I'acide nuclSique codant pour un peptide 

selon invention est redierchSe. 

Un vecteur recombinant seion {Invention comprend 

avantageusement aussi des sequences d'initiation et d'arrdt de la 

transcription appropride. 
15 En outre, ies vecteurs recombinants seion l*inyention pounront 

Inclure une ou plusieurs origines de replication fonctionnelie. cliez Ies 

hdtes celiulaires dans lesquels leur amplification ou leur expression est 
. reclierchee, ainsi que des sequences nudSotidiques marqueurs de 

selection. 

20 Seion un aspect avantageux, un vecteur recombinant selon 

■'invention est un vecteur integratif pemnettant i*insertion de multiples 
copies de la sequence d'ADN ins6r6e dans ce vecteur dans ie g6nome 
d'une plante, dont la transfomiation par un acide nucieique selon 
i'invention est recherch6e. 

25 A titre d'exemples de promoteurs utilisabies dans un vecteur 

recombinant selon I'invention, on peut clter notamment les promoteurs 
bacteriens tels que les promoteurs Lad, LacZ, les promoteurs de TARN 
polymerase du bacteriophage T3 ou T7, ou encore les promoteurs PR ou 
PL du phage lambda. 

30 Des promoteurs pour I'expression d'un acide nucieique codant 

pour un polypeptide selon I'invention dans ies plantes sont par exemple 
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le promoteur CaMV 35S du virus de la tnosatque du chou-fleur, Mc 
ELROY et al. (1991), le promoteur du g^ne de i'actine 1 du riz (Mc 
ELROY et a!., (1990) 6u encore le promoteur du g&ne AdH du mats 
(DENNIS et al.. 1984) ou le promoteur de i'ublquitine du maVs 

5 (CHRISTENSEN eta!., 1996). 

On peut aussi utiliser des promoteurs chimSriques comprenant 
des sequences activatiices (« enhancer »), tels que le promoteur 35S 
dScrit par HIGGINS et al. (1991). 

D'autres promoteurs utiles pour Texpresston d'un polynudtetlde 

10 d1nt6ret dans les plantes sent dScrits notamment dans les brevets n^'US 
5,750,866 et US 5,633,363, Tensemble des documents et articles 
pr6clt§s constituant des r^f^rences sur lesquelles i'homme du mdtier 
pounra se fonder pour construire des vecteurs recombinants selon 
I'lnvention. 

15 De mani^re g^n^rale, pour le clioix d'un promoteur adapts, 

Thomme du m§tier pounra avantageusement se r6f6rer ^ Touvrage de 
SAMBROOK et al. (1989) ou encore aux techniques d^crltes par 
FUUERetaI.(1996). 

De mani^re avantageuse, la cassette d'expression peut aussi 

20 contenir des sequences 5' non tradultes dites « leaders De telles 
sequences peuvent augmenter la traduction. Parmi celles connues de 
rhomme du metier, on peut citer: 

- ie leader EMCV (EncephaloMyoCardKis VIRUS 5' non coding 
region) (ELROY-STEIN et al., 1989); 

25 . - le leader TEV (Tobacco Etch Virus) (CARRINGTON AND 
FREED. 1990); 

- le leader du ghne BiP codant pour la prot6ine de liaison d la 
chatne iourde de rimmunoglobuline humaine (MACEJACK et al., 1991); 

- le leader AMV RNA 4 provenant de TARNm de la proteins du 
30 virus de la mosaTque de la luzeme (JOBLING et al. 1987); 
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- le leader du vims de la mosaTque du tabac (GALLIE et al., 

. 1989). 

Les vecteurs seion Tinvention peuvent aussi comprendre des 
sequences dites <{ terminateurs >>. 
5 ^ Parmi les terminateurs utilisables dans les constructions de 
rinvention, onpeutdternotamment: 

- ie potyA 35S du virus de la mosaTque du chou-fleur (CaMV), 
dScrit dans I'article de FRANCK et ai. (1980); 

- ie tenDlnateur nos correspondent d la region 3' non-codante 
10 du g§ne de la nopaiine synthase du plasmide Ti d'Agrobacterium 

tumefaciens (DEPICKER et al., 1992). 

- le tenninateur du g&ne histone (EP 0 633 317). 

Le vecteur d'expression peut aussi comprendre des sequences 
de type peptides signaux vacuolaire ou apoplastique lorsqu'elles ne sont 
IS pas d6]d pr6sentes dans la sequence du gene dlnt^rdt, pour amener la 
. prot6ine cod6e par le. gdne hStSrojogue dans des compartlments 
partlcuiiers des cellules de plante, en particulier celies comprenant la 
zone de transfert de rendospenne. 

Les vecteurs bactSriens pr^fSrds selon rinvention sont par 
20 exemple les vecteurs pBR322 (ATCC n°37 017) ou encore les vecteurs 
tels que pAA223-^ (Pharmacia, Uppsala, Sudde) et pGEMI (Promega 
Biotech, Madison, Wl, Etats-Unis). 

On peut encore citer d'autres vecteurs commercialisms tels que 
les vecteurs pQE70, pQE60, pQE9 (Quiagen), psiX174, pBluescript SA, 
25 pNHSA, pMH16A, pMH18A. pMH46A. pWLNEO, .pSV2CAT, p6G44. 
pXTI et pSG (Stratagene). 

II peut s'agir ^alement de vecteurs du type Baculovirus tel que 
le vecteur pVL1392/1393 (Phanningen) utilisd pour transfecter les 
cellules de la iignSe Sf9 (ATCC N'CRL 1711) d6riv6e de Spodoptera 
30 fruglperda. 
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Pr6ferentlellement, on aura recoups ^ des vecfeurs 
spScialement adapt^s pour Texpression de sequence d'interdt dans des 
cellules de plantes, tels que les vecteurs suivants: 

- vedeur pBIN19 (BEVAN et al.)> commercialis6 par la Sodete 
5 CL6NTECH.{Palo Alto, Calilbrnle, USA); 

- vecteur pBI 101 (JEFFERSON, 1987), commerclaIls6 par la 
Sod§t6CLOIsrrECH; 

- vecteur pBI121 (JEFFERSON, 1987), commercialise par la 
Socl6t6CLONTECH; 

10 - vecteur pEGFP; Yang et al. (1996)i commercialism par la 

Soci6t6CLONTECH; 

- vecteur pCAMBIA 1302 (HAJDUKIIEWICZ et al., 1994) 

- vecteur L127a5 repr^sentd d la figure 7. 

15 CELLULES HOTES TRANSFORMEES SELON LMNVENTiON, 

Pour permettre {'expression d'un polynud§otlde d'int§r§t plac6 
sous ie contrdle d'un aclde r§gulateur du g§ne DDI -a ou du g^ne DD1-b 
selon rinventlon ou encore pour pemnettre Texpression d'un adde 

20 nucimique codant pour un polypeptide selon Finvention plac^ sous Ie 
contrdle d'une sequence regulatrice appropri^e, les acides nuclSiques ou 
les vecteurs recombinants dSfinis dans la prSsente description doivent 
Stre introduits dans une cellule hdte. L'introduction des polynucleotides 
selon rinvention dans une cellule h6te peut etre r6alls6e in vHro, selon 

25 les techniques bien connues de l-homme du metier pour transformer ou 
transfecter des cellules, soit en culture primaire, soit sous la fomie de 
Iign6e cellulaire. 

Uinvention a en outre pour objet une cellule hdte transfbnn^e 
par un aclde nucldique selon rinvention ou par un vecteur recombinant 

30 tel que ddfini ci-dessus. 
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Une telle cellule hdte transformee est pr^fSrentiellement 
d'origine bact§rienne, fongique ou v6g§tale. 

Ainsi, peuvent 3tre notamment utilisSes des cellules 
bdct6riennes de differentes souches de Escherichia co// ou encore 
5 d'Agmbacterium tuinefaciens. 

De mani&re prefer§e, la cellule hdte transform^e est une cellule 
de plante ou encore un protoplaste de plante. 

De mani^re tout k fait pr6f6r6e, il s'agit d'une cellule ou d'un 
protoplaste d'une plante cSrSaliere. La cellule ou le protoplaste est 
10 prdfdrentlellement orlginaire du mats, du b\§, de Torge, du sorgho ou du 
millet. 

Cellules hdtes contenant un polynucleotide d'Interit plac6 sous le 
contr&le d'un aclde nucl&que r6qulateur du odne DDI^a ou du gdne 
15 DDI'b. 

Une cellule hdte transformee pr6f6r6e selon Tinvention est la 
souche de Escherichia coll DH5a contenant le plasmlde L246a d^poste 
d la CNCM le 4 Octobre 2000 sous le numero d'acc&s 1-2567. 

20 Une seconde cellule hote transformee selon I'lnvention est la 

souche de Escherichia coll DH5a contenant le plasmlde L247a d§pos6e 
d la CNCM le 4 Octobre 2000 sous le numSro d'acc^s 1-2568. 

D'autres cellules hdtes transfomiSes pr^f6r6es selon Tinvention 
sont respectivement des cellules hdtes transform6es avec le plasmlde 

25 L246b ou le plasmlde L247b represent^s respectivement dans les figures 
9et11. 

PLANTES TRANSFORMEES SELON LMNVENTION, 

30 L'Inventlon conceme aussi un organisme multlcellulaire vdg^tal 

transfonm6, caractdrisS en ce qu'il comprend une cellule hdte 
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transform^e ou une pluraiitS de cellules h6tes transformdes par un acide 
nudSique tel que d^fini dans la prSsente description ou encore par un 
vecteur recombinant selon I'invention. 

L'inventlbn a encore pour objet une plante transgenique 
s comprenant, sous une Ibrnie int§gr6e dans son g§nome, un adde 
nuclStque tel que ddfin! dans ta presents description. 

De nianldre gSn^rale, ('invention est aussi relative k ('utilisation 
d'un acide nuclelque tel que ddfini dans la pr^sente description pour 
robtention de plantes transfomiees (transgdniques) d qualfte 
10 agronomique, alinrtentalre ou industrieile amdiiorde, par exemple en 
contrdiant la taille et/ou le developpement de {'albumen du grain. 

Plante transform6e par un acide nucleique comprenant un 
po[vnucl6otide dMnteret plac6 sous le contrdle d^un acide nucl6laue 
15 regutateur du gene DD1»a ou du gene DDI^b. 

L'un des objectifs poursuivi selon ia pr§sente invention est 
I'obtention de plantes transgSniques dont le grain mature possede des 
caract^ristiques am^lior^es, notamment du point de vue de la quality ou 
20 de la quantity des nutriments contenus dans son albumen. 

L'lnvention vise done 6galement des proc6d6s pour modifier les 
qualites agronomiques et/ou nutritionnelles d'une plante, par une action 
cibi^e et precoce sur le developpement de Talbumen, utiiisant la 
transformation des plantes ayec un vecteur. selon Tinvention. En 
25 particulier, elie s'int^resse a la modification de la taiile et/ou du 
developpement de I'atbumen. 

invention a plus pr6cisement pour obJet Tutilisation d'une 
cassette d'expression telle que dSfinie prScedemment, pour I'obtention 
d'une plante Angiosperme transgSnlque prSsentant des qualites 
30 agronomiques ou nutritionnelles ameiior6es. 
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L'invention conceme 6galement rutilisation des plantes 
transgeniques obtenues selon Tinvention, ou parties de ces plantes, 
notamment semences, grains et fruits pour la preparation de produits 
derives, notamment de produits alipDentaires; 
5 L'invention pemriet d'atteindre cet objectif au travers" de 

. Tobtention de plantes transgeniques dont le transg^ne caracteristique est 
constftu6 d'un polynucleotide d'int§r§t place sous le contrdle d'un acide 
nudeique regulateur du gene DDI-a ou du gdne DDI-b selon Tinvention, 
tel que decrit en detail dans la partle correspondante de la presente 
10 description. 

Un tel acide nudeique regulateur comprend preferentiellement 
un acide nudeique de sequence SEQ ID N**3 ou SEQ ID NM, ou un 
fragment fbnctionnel d'un acide nudeique de sequence SEQ ID N^'S ou 
SEQ ID NM, capable de dinger I'expression du polynudeotide dinteret 
15 dans la plante, plus particulierement de dinger I'expressbn du 
polynuci§otide d'interdt dans les cellules de la. zone de transfert du grain 
en developpement 

De preference, le polynucleotide d'inter6t, place sous le contr6le 
d'un acide nudeique regulateur du gene DD1-a ou du gdne DD1-b, et 
20 constituant le transgfene d'une piante transformee selon l'invention code 
pour une proteine impliquee dans le transfert de metabolites vers 
I'albumen en developpement d'un grain de piante. 

Les polynucleotides d'inter§t sont ceux decrits precedemment 
dans la description. 
25 : Parmi les plantes susceptibles d'etre transform6es selon 

l'invention, on peut citer k titre d'exemples des cellules de plantes de 
grandes cultures (maTs, bie, colza, tournesol, pots, soja, orge) ou des 
plantes potagdres et fieurs. 

En particulier, on peut cholsir des plantes connues pour contenir 
30 d'importantes reserves (proteiques, glucidiques et lipidiques), notamment 
les plantes cerealieres ou les plantes oieagineuses. 
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Les plantes hybrides obtenues par le croisement de plantes 
selon rinvention, font aussi partie de Tinventlon. 

Pr6f6rentlellement, une plante transform6e selon rinvention est 
une c6r6ale at de mani^re tout d fait pr6f^r6e un maTs, un bl6, une orge, 
5 un sorgho ou un millet. 

Uinvention a encore pour objet une semence ou un grain de 
piante dont une ou plusleurs cellules constitutives comprennent dans leur 
genome une ou plusieQrs copies d'un acide nucl^ique tei que defini ci- 
dessus. 

10 Selon un autre aspect, invention conceme aussi une semence 

d'une plante transg^nique telle que d^finie ci-dessus, ou encore un fruit 

d'une telle plante transgSnique. 

Les semences ou grains matures d'une plante transgSnique 

telle que d6finie ci-avant possedent des caractSristiques qualitatives ou 
15 quantitatives en nutriments am§rtor6es, pouvant se caracteriser par 

exemple par une plus forte teneur en divers sucres et amidons. 

Plantes transformees par un acide nucl6iaue codant pour un 
pol ypeptide du gene DD1*a ou du gene DD1-b, 

20 

L'lnvention a 6galement pour objet un organlsme multi-cellulaire 
v6g6tal transfonnd par un acide nucl^ique codant pour un polypeptide 
cod6 par le gSne DDI-a ou par le gene DDI-b. 

Pref6rent!ellement, I'aclde nucl6ique codant pour un polypeptide 
25 selon rinvention est plac6 sous le contrdle d'6l6ments de r^ulation 
fbnctlonnels chez la plante dans laquelle son expression est recherch§e. 

^invention a §galement trait a une plante transfonn^e par un 
acide nuclSique codant pour un polypeptide selon {'invention ou encore 
par un vec^eur recombinant contenant, insdr^e dans ceiui-cl, une 
30 sequence nucl6otidique codant pour un polypeptide selon rinvention. 
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De mani6re pr6f6r6e, Taclde nucleique codant pour un 
polypeptide selon invention est choisi parmi Tacide nucleique de 
s6quences SEQ ID N^l , 2, 5, 6 , 7 et 8. 

' De manifere pref6r6e, rorganisme multicellulaire v6g6tal ou la 

5 plante transform^e par uh acide nucleique codant pour un polypeptide 
selon rinvention est urie cereaie, et de maniere tout ^ fait pr6f6r6e un 
maYs, un bl6, une orge, un sorgho ou un millet. 

Outre son r6le potentiel dans ie transfert de metabolites de la 
plante m^e vers Taibumen en formation, un polypeptide selon rinvention 

10 possSde, comme II sera d^crit ci-dessous dans la description, des 
propri6t§s d'hydrophilicite caract^ristiques de polypeptides de type 
«d6fensihe», ce qui pounrait penmettre d'attribuer aux polypeptides 
codes par les g§nes DDI-a et DDI-b selon rinvention un rdie actif dans 
la defense de la plante vis-d-vis de divers pathogdnes vdg6taux. 

15 AinsI, une plante transformSe par un acide nucl6lque codant 

pour un polypeptide - selon rinvention pouirrait poss6der des. 
caract6rlstiques de resistance ameliorees d divers pathogSnes de 
plantes. 

L'Inventlon est egalement relative § un proc^de d'obtention 
20 d'une plante transg^nique telle que d^finie dans la pr^sente section, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend les stapes suivantes: 

a) obtention d'une cellule hdte recombinante v^getale selon 
rinvention; 

b) regeneration d'une plante entiere e partir de la cellule hdte 
25 recombinante obt6nue 3 1'etape a); 

c) selection des plantes obtenues ^ retape b) ayant integre un 
acide hucieique tel que defini dans la presente description. 

La cellule hdte recombinante vegetale est 
- soit une cellule h6te recombinante transfbrmee par un acide 
30 nucieique comprenant un polynucleotide d'Interdt place sous Ie contrdle 
d'un acide nucieique regulateur tel que defini dans la description; 
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- soit une cellule h6te recomblnante transformee avec un acide 
nucldlque comprenant un poiynupfSotide codant pour un polypeptide 
selon rinvention, placd sous la contrdle d'une sequence regulatice 
fonctionnelleohezlesv6g^taux. 
s L'inventidn a encore pour objet un pr6c6d6 d'obtention d'Cine 

plante transg§nique, transfomi6e avec un acide nuddlque selon 
rinvention , caractdrise en ce qu'll comprend les Stapes suivantes: 

a) obtention d'une cellule h6te recomblnante &Agrobacterium 
tumefadens transfonnSe avec un acide nucl6ique selon I'Inyention; 
10 b) transfomiation d'une plante d'intSrgt par infection avec la 

cellule h6te recomblnante obtenue d i'Stape a); 

c) sdiectlon des plantes ayant intSgrS dans leur genome un 
acide nudSique selon rinvention. 

Uinventlon a 6galement trait d un proc6d6 d'obtentron d'une 
15 plante transg§nique caract6ris6e en ce qu'il comporte les Stapes 
. suivantes: 

a) transfecter une cellule de plante avec un acide nuclSique 
selon I'invention ou avec un vecteur recombinant tel que dSfini dans la 
pr6sente description; 
20 b) rSgenSrer une plante entiSre d partir des cellules de plantes 

recombinantes obtenues ^ Tetape a); 

c) sSlectlonner des plantes ayant intSgrS dans leur gSnome un 
. acide nudSique selon i'invention. 

Uun quelconque des precedes d'obtention d'une plante 
25 transfonnee dScrits d-dessus peut eri outre comporter ies Stapes 
additionnelles suivantes: 

d) croisement ehtre elles de deux plantes transgSniques telle 
qu'obtenue d TStape c); 

e) sSlection des plantes homozygotes pour le transgSne. 
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Dans un second mode de realisation particulier, l*un quelcohque 
des proc6d6s d'obtention d'une plante transgenique dScrit cj-dessus peut 
en outre comporter les stapes additionnelles suivantes: 

f) croisement d'une plante transgdnique obtenue a l'6tape c) 
5 avec une plante de la m§me e6p6ce; 

g) selection des plantes Issues du croisement de ('6tape f) ayant 
conserve le transg&ne. \ 

Un autre objet de invention consiste en une plante 
transgenique, telle qu'obtenue selon Tun queloonque des proc§d6s 
10 d'obtention d'une plante transform6e dSflnie cl-avant. 

invention a 6galement pour objet un proc6d6 d'obtention d'une 
plante Angiospenne pr^sentant des qualitSs agronomiques ou 
nutrltionnelles am§lior6es, comprenant les Stapes consistent d : 

transfonner au moins une cellule de plante Angiosperme par un 
IS vecteurtelqued6finipr§c§demment; 

. cultiver la cellule ainsi transformSe de maniSre h g§nSrQr une * 
plante contenant dans son genome une cassette d'expression selon 
Tinvention. 

La transformation de cellules vegStales peut §tre r6alis6e par 
20 les techniques connues de Thomme du metier. 

On peut clter notamment les m6thodes de transfert direct de 
g^nes telles que la microinjection directe dans des embryoYdes de plante 
(NEUHAUS et al., 1987), rinfiltration sous vide (BECHTOLD et a!., 1993) 
ou rsiectroporatlon (CHUPEAU et al„ 1989) ou encore la precipitation 
25 directe au moyen de PEG (SCHOCHER et al., 1986) ou le 
bombardement par canon de particuies recouvertes de TADN 
plasmidique d'int6r§t (FROMM M. et ai. 1990). 

On peut 6galement Infecter ia plante par une souche 
bactSrienne notamment d'Agrobacterium. Selon un mode de realisation 
30 du procddS de ('invention, les cellules vSg^tales sont transfrormSes par 
lin vecteur selon Tinvention, ledit hdte cellulaire Stant susceptible . 
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d'infecter lesdites cellules v§g§tales en permettant Tintegration dans ie 
gdnome de ces demieres, des sequences nuclSotidiques d'intSrSt 
initialement contenues dans I'ADN du vecteur susmentionn6. 
, Avantageusement, i'hdte celiulaire susmentionn6 utllls6 est 

5 Agmbacterium tumefaciens, notamment salon la m§thbde dScrite dans 
rarticle d'AN at al., (1986), ou encore Agmbacterium rhlzogenes, 
notamment selon la methods d6crite dans rartlcle de GUERCHE et al., 
(1987) ou encore dans ja demande PCT N^'WO 00 22.148. 

Par exemple, la transfonnation des cellules v6g6tales peut §tre 

10 r6alis§e par Ie transfert de la region T du plasmide circulaire extra- 
chromosomique inducteur de tumeurs Ti d'Agrobacterium tumefadens, 
en utillsant un systSme binaire (WATSON et al. 1994). Pour ce faire, 
deux vecteurs sont constrults. Dans I'un de ces vecteurs, la region T a 
6td 6limin6e par ddlStion, d Texception des bordures drbite et gauche, un 

15 gene marqueur 6tant ins6r6 entre eux pour pennettre la selection dans 
les cellules de plantes. Lautre. partenaire du systeme binaire est un 
plasmide Ti auxiliaire, plasmide modifrid qui n'a plus de region T mats 
contlent toujours les g^nes de virulence v/r, n§cessalres d la 
transformation de la cellule veg6tale. 

20 Selon un mode prSf^re, on peut utillser la methode d^cfrite par 

ISHIDA et ai. (1996) pour la transformation des Monocotyledones. 

Selon un autre protocole, la transformation est realisSe selon la 
m§thode decrite par FINER et al. (1992) utillsant Ie canon d particules de 
tungstene ou d'or. 

25 L'homme du metier est capable de mettre en oeuvre de 

nombreux procedes de I'etat de la technique afin d'obtenir des piantes 
transfomnees par un acide nuclSique du gene DD1-a ou du gSne DD1-b 
selon i'inventlon. 

Uhomme du metier pourra se r6f6rer avantageusement d la 

30 technique decrite par BECHTOLD et al. (1993) afin de transformer une 
plante d I'aide de la bacteria Agrobacterium tumefaciens. Des techniques 
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utilisant d'autres types de vecteurs peuvent 6galement etre utilis6es, 
telles que ies techniques decrites par BOUCHEZ et al. (1993) ou encore 
par HORSCHetal. (1994). 

A titre illustrattf, une plante transgenique selon Tinvention peut . 
•5 Stre obtenue par des techniques de biolistique telles que celles d6cr1tes 
par FINER et al. (1992) ou encore celles decrites par VAIN et al. (1 993). 

D'autres techniques pr6f6r6es de transfonnation d'une plante 
conformSment k {'invention par Agrobaderium tumefadens sont celles 
decrites par iSHIDA et al. (1996) ou encore dans la demande PCT 
10 pubUe sous le n'^WO 95/06 722^au nom de JAPAN TOBACCO. 

Ulnvention a encore pour objet une semence de plante dont tes 
cellules constituiives comprennent un acide nucl6ique selon rinvention 
qui a et6 artificiellement ms&r& dans leur g6nome. 

Ulnvention a encore pour obJet une semence d'une plante 
IS transgenique telle que ddfinie cl-avant ou encore un fruit d'une telle 
plante transg§nlque. 

Un autre objet de I'invention conslste en I'utilisation d'un adde 
nuci6ique rSgulateur du g§ne DDI-a ou du gdne DD14) tel que dSfinl 
dans la pr6sente description pour I'expression in vHro ou In vivo, de 
20 pr6f6rence in plants, d'un polynuclfeotlde d'int6r§t, pr§f6rentiellement un 
polynucleotide codant pour une proteine impliqude dans le transfertlle 
metabolites vers I'albumen en formation rfun grain de plante. 

Selon un autre aspect, I'invention conceme encore rutilisation 
d'un adds nucl6ique codant pour un polypeptide cod6 par le gene DDI -a 
25 ou par le gene DDI-b selon Tinvention pour I'expression in vivo ou in 
vitro, de pr6f§rence In plants, d'un polypeptide selon I'invention ou 
encore d'un fragment d'un tel polypeptide. 

De mani^re tout d fait prefSr^e, rutilisation ci-dessus est 
caracterisSe en ce qu'il s'agtt d'une expression In vivo chez une plante 
30 transfomiee avec un tel aclde nucldique. 
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POLYPEPTIDES CODES PAR LE GENE DDI^ ET LE GENE DDI-b 

Comme d6j2i decrit prec6demment, le g6ne DD1-a et ie g6ne 
DDI-b selon Tinvention codent respectivement pour des polypeptides 
^ poss6dant une longueur de 304 et 286 acldes amines, pour lesquels I) a 
5 pu §tre observS des polypeptides variants. 

Toutefols, le degrd d'identit6 entre les sequences d'acides 
aminds des polypeptides codes respectivement par le gSne DDI^ et le 
g§ne DDI-b est tr&s 6lev6, proche de 90% d'identitd en acides amines, 
apr§s a!ignenf)ent des sequences. 
10 Les polypeptides codes par le gene DDI-a ou le g^ne DD1-b 

po8s§dent un peptide signal putatif, ce qui est une caracteristique d'une 
prot6lne s6cr6t6e, 

Le caract^re hydrophlle de la prot§ine mature est compatible 
avec une foncflon dans le milieu extracellulaire. 
15 De plus, la m§me combinaison peptide signal putat)f/prot§ine 

mature hydrophlle des polypeptides salon, ('invention est comnriurie avec . 
d'autres polypeptides retrouv^s princlpalement exprimes au niveau des 
cellules de la zone de transfert du ma'fs, tels que les polypeptides BETL- 
1 ^ BETL-4 decrits par HUEROS et al. (1 999). 
20 Le polypeptide cod6 par la sequence du g§ne DDI -a SEQ ID 

est le polypeptide de sequence SEQ ID N^'Q du listage de 
sequences. 

Le polypeptide DD1-a possdde un poids mol^culaire calcuie de 
33408 daltons. II poss^de 19 residus d'acides amines fortement 

25 basiques (K, R), 29 residus d'addes aminSs fortement acides (D.E), 98 
acides amines hydrophobes (A, I, L, F W, V) et 97acides amln§s poiaires 
(N, 0, Q, S, T, Y). Le polypeptide de sequence SEQ ID N°9 code par le 
g6ne DDI -a poss^de un point lso§lecti1que calculi de 5,40 et une 
charge calculi & pH 7,0 de 8,61 . 

30 ^invention a done encore pour objet un polypeptide comprenant 

la sequence d'acides amines SEQ ID N^'B ainsi qu'un polypeptide 
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poss§dant au moins 80% d'identite en acides amines avec la sequence 
SEQ^ ID N^'Q ou un fragment ou un variant de celu 

Pour le polypeptide cod6 par le gene DD1-b, deux polypeptides 
variants possedant entre eux une identity de 98%. en acides amines ont 
5 6te identifies par le demandeur. 

En tenant compte des substitutions d'acides amines permettant 
de differencier ces deux variants polypeptides cod6s par le gdne DDI-b, 
ii a 6t6 possible de definir une famille de polypeptides fbrtement 
homologues comprenant des rSsldus d'acides amin^ variants, qui est 
10 d^fini comma ie polypeptide de sequence. SEQ ID N^'IO du iistage de 
sequences. 

Le premier polypeptide variant code par ie gSne DD1-b est ie 
polypeptide de sequence SEQ ID N'^l 1 du iistage de sequences. 

Le second polypeptide variant cod6 par le gdne DDI^b selon 
IS rinvention est le polypeptide de sequence SEQ ID N''12 du iistage de 
sequences. . . - 

Le polypeptide de s^uence SEQ ID N^'ia a un poids 
mol6culaire apparent de 31357 daKons. Le polypeptide de sequence 
SEQ ID NM2 possSde 18 r^sidus d'acides amines fortement basiques 
20 (K,R), 27 r6sldus d'acides amines fortement acides (DE), 91 acides 
amines liydrophobes A,i,L,F,W,V) et 91 acides amines polaires (N, C,Q, 
S,T,Y). 

Le polypeptide de sequence SEQ ID N*'12 a un point 
Isoelectrique calcule de 5,44 et une charge calcul6e k pH 7,0 de -7,74. 
25 L'invention est done 6galement relative a un polypeptide 

comprenant la sequence d'acides amines SEQ ID N^'IO ainsi qu'a un 
polypeptide possedant au moins 80% d'identit^ en acides amines avec la 
sequence SEQ ID N'^IO ou un fragment ou un variant de celui-ci. 

L'invention a encore pour objet un polypeptide comprenant la 
30 sequence d'acides amines SEQ ID N^'ll ainsi qu'un polypeptide 
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poss^dant au molns 80% d'identlt^ en acides amines avec la sequence 
SEQ ID N^'l 1 , ou un fragment ou un variant de celul-cl 

Un autre objet de Tinventlon consfste en un polypeptide 
comprenant la sequence d*acides amines SEQ ID N*'12 ainsi qu'un 
5 polypeptide possSdant au moins 80% d'Identitd en acides amines avec la 
sequence SEQ ID N**12, ou un fragment ou un variant de celui-cL 

Un fragment d'un polypeptide selon I'invention, comprendra au 
moins 10, 15, 20, 25, 30, 40. 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200 ou 250 
acides amines cons6cutifs d'un polypeptide de sequences SEQ ID W9 k 
10 12. 

Fait ggalement partie de i'invention un polypeptide comprenant 
10, 15, 20. 25, 30. 40. 50. 60, 70, 80. 90. 100, 150, 200 ou 250 acides 
amin^ cons^cutifs d'un polypeptide de sequences SEQ ID N*'9 ^ 12. 

L'invention est 6galement relative d un polypeptide comprenant 
15 une sequence en acides amines ayant au moins 80% d'identit6 en 
acides amines avec la sequence d'un polypeptide de sequences SEQ. ID. 
N^9d12. 

Avantageusement, fait aussi partie de I'invention un polypeptide 
ayant au moins 85%, 90%, 95%, 98% ou 99% d'ldentit6 en acides 
20 amines avec la sequence d'un polypeptide de sequences SEQ ID N°9 d 
12, ou un fragment peptidique de ce dernier. 

De mani^re generate, les polypeptides selon la pr^nte 
invention se prteentent sous une forme Isolde ou purifi^e. 

Un autre objet de I'invention consiste en un polypeptide 
25 comprenant des modifications d'acldeis amines de 1, 2, 3, 4, 5, 10 d 20 
substitutions, additions ou ddiStions d'un acide amin6 par rapport k la 
sequence d'acides amines d'un polypeptide de s^uences SEQ ID N*'9 k 
12 ou encore d'un fragment oud'un variant de celui-cii 

Un polypeptide selon I'invention peut §tre obtenu par 
30 recombinaison gSnStique selon des techniques bien connues de 
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rhomme du metier, par exemple des techniques d^orites dans AUSUBEL 
etal.(1989). 

Un polypeptide selon Tinvention peut etre 6galenfient prepare 
par des techniques classiques de synthase chimjque, indiffSremment en 
5 solution homog^ne ou en phase solide. 

A titre iliustratif, un polypeptide selon invention pourra Stre 
pr6par6 par la technique en solution homogdne decrite par HOUBEN 
WEIL (1974) ou encore par la technique de synthase en phase sollde 
decrite par MERRIFIELD (1965a; 1965b). 
10 De pr^fdrence, les polypeptides variants d'un polypeptide selon 

I'invention conservent ieur capacity i 3tre reconnus par des arrUcorps 
dirig6s centre les polypeptides de sequences SEQ ID N''9 d 1 2. 

Un polypeptide codd par le g§ne DDI-a ou le ghne DDI-b selon 
I'invention, tel qu'un polypeptide de sequence en addes amines SEQ ID 
IS N''9 k 12, ou encore un variant ou un fragment peptidique de ce dernier 
est utile hotamment polir ia .preparation d'anticorps de^Snds d ta 
detection de la presence ef/ou de ('expression d'un polypeptide de 
sequences SEQ ID N'*9 d 12 ou d'un fifagnrtent peptidique de ce dernier 
dans un Schantillon. 
20 Outre la detection de la presence d'un polypeptide codS par le 

g^ne DD1-a ou le g6ne DD1-b ou encore d'un fragment peptidique d'un 
tei polypeptide dans un Schantilion, des anticorps dirig6s contre ces 
polypeptides sont utilises pour quantifier la synthese d'un polypeptide de 
sequences SEQ ID N''9 & 12, par exemple dans des cellules d'une 
25 plante, et determiner ainsi la capacite de cette plante d transferer des 
metabolites de la plante m^re vers Talbumen du grain en formation oq 
encore la capacity de resistance d'une telle plante k divers patiiog^nes 
de vegetaux« 

Par « anticorps » au sens de la prSsente invention, on entendra 
30 notamment des anticorps polyclonaux ou monoclonaux ou des fragments 
(par exemple les fragments F(ab)'2, F(ab)) ou encore tout polypeptide 
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comprenant un domaine de Tanticorps initial reconnaiasant le polypeptide 
ou le fragment de polypeptide dble selon Tinvention. 

Des anticorps monoclaux peuvent itre pr§par6s S partir 
. d'liybridomes selon la technique ddcrite. par KOHLER et MILSTEIN . 
5 (1975) 

La pr§sente invention concerne §galement des anticorps diriges 
contre un polypeptide tel que dScrit ci-dessus ou un fragment ou un 
variant de ce demier, tel que produit dans la technique du trioma ou 
encore la technique d'hybridome ddcrite par KOZBOR et ai, (1983). 
10 Uinvention a Sgalement trait ^ des fragments d'anticorps simple 

chalne Fv (ScFv) teis que d6crits dans le brevet US N**4,946,778 ou 
encore par MARTINEAU et al. (1 998). 

Les anticorps selon I'lnvention comprennent egalement des 
fragments d'anticorps obtenus k Taide de banques de phages teiies que 
IS decrites par RIDDER et ai. (1995) ou encore des anticorps humanisms 
teis que d6crits par REINMANN et al. (1997) et LEGER et ai. (1997)..Les . 
preparations d'anticorps selon Tinvention sont utiles dans des tests de 
. detection immunologiques destines ^ ['identification de la presence et/ou 
de la quantity d'un polypeptide de sequences SEQ ID N^9 d 12, ou d'un 
20 fragment peptidique de celui-ci, present dans un §chantiiion. 

Un anticorps selon I'lnvention pourra comprendre en outre un 
marqueur detectable isotopique ou non isotopique, par example 
fluorescent, ou encore dtre couple d une molecule telle que la biotine, 
selon des techniques blen connues de i'homme du metier, 
is Ainsi, invention a en outre pour objet un precede pour detecter 

la presence d'un polypeptide oonfonme k I'lnvention dans un echantillon, 
ledit precede comprenant les etapes de: 

a) mettre en contact I'echantillon e tester avec un anticorps tel 
que decrit cl-dessus; 
30 b) detector le complexe antigene/anticorps forme. 
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Uinvention est ^galement relative a un necessaire ou kit de 
diagnostic pour la d6tecBon de la presence d'un polypeptide cx)nforme ^ 
Tinvention dans un Schantillon, ledit necessaire comprenant: 

a) un anticorps tel que d^fini ci-dessus; 
s b) le cas dchSant, un ou plusieuns reactife n6cessaires k la 

detection du complexe antig^ne/anticorps form6. 

La pr6sente invention est en outre illustr^e sans pour autant 
§tre limRSe, par les figures et les exemples suivants: 

10 

Figures 

La figure 1 reprdsente la s^uence gdnomlque codarrte du g§ne 
DD1-a, identlque k la sequence SEQ ID N^'S. La iigne supdrieure 
repr6sente le brln codant et la Iigne Inferieure repr^sente le brin non 
IS codant. Chacun des cinq exons du gdne DD1-a est represents par des 
bolles. 

La figure 2 reprSsente la sequence g6nomique codante du gdne 
DD1-b. Cette sequence est identlque d la sequence SEQ ID N^'B. La 
Iigne sup^rieure repr6sente la sequence du brin codant et la Iigne 
20 inferieure repr^sente la sequence du brin non codant. Chacun des quatre 
exons du gene DD1-b est represents par des boTtes. 

La figure 3 represente la sequence partielle de TADNc 
correspondent au g§ne DD1-a. 

La Iigne sup§rieure represente la sequence nucieotidique du 
25 brin codant . La Iigne Inferieure represente la sequence d'acides amines 
deduite . 

La figure 4 represente la sequence de PADNc conrespondant k 
un prodult de transcription du gene DD1-b. Les regions 5'-llTR et 3'*UTR 
sont representees par des fleches. La phase de lecture ouverte est 
30 representee par une boTte. La boTte designee « DD1 AMPLICON » est 
rADNC partial de sequence SEQ ID N°26 e partlr de iaqueiie les 
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amorces destinees d Telongation en 5' (5* RACE) et vers Textremlte 3' 
(3'RACE) ont 6t§ congues. La ligne inf^rieure reprSsente la sequence en 
addes amines du polypeptide DD1-b de sequence SEQ ID N"12. 

. La ...figure 5 repr^ente la sequence de Facide nucldique 
5 rdgulateur du gdne DDI-a de sequence S£Q ID N'^S. Lies boftes 
reprSsentent les diffdrents motife caracteristic^ues d'une region 
rSgulatrice retrouvSs dans cette sequence et qui sont d^finis de mani&re 
precise dans la description. 

La figure 6 reprSsente la sequence de Tacide nucl6ique 
10 r^ulateur du g§ne DDI-b de sequence SEQ ID NM. Les boTtes 
repr§sentent les difF§rents motifs retrouvds dans cette sequence et qui 
sent ddfinis plus pr6cis6ment dans la description. 

La figure 7 repr^sente une carte du vecteur L 127a5 qui 
comprend la cassette d'expresslon inutilis6e pour exprimer un g^ne 
15 d'int6r§t sous le contrdie de diffSrents fragments des acides nucl^iques 
regulateurs des g6nes DD1-a et DD1-b. 

La figure 8 represente une carte du vecteur L 246a dans iequel 
le g^ne rapporteur GUS est plac§ sous ie contrdie d'un fragment 
d'envlron 3 kb de I'acide nucl6ique regulateur du g6ne DD1-a. 
20 La figure 9 illustre une carte du vecteur L246b qui comprend le 

g6ne rapporteur GUS plac§ sous le controle d*un fragment d'environ 1 kb 
de i'acide nucldique r§gu(ateur du g§ne DD1-a. 

La figure 10 represente une carte du vecteur L247a qui 
comprend. le gene rapporteur GUS place sous le contrdie d'un fragment 
25 d'environ 2,5 Icb de Tacide nucl^ique rdgulateur du g6ne DDI-bV 

La figure 11 represente une carte du vecteur L247b qui 
comprend le gdne rapporteur GUS plac6 sous le controle d'un fragment 
d'environ 1,6 kb de i'acide nucleique regulateur du gene DDI-b. 

Ld figure 12 represents un alignement entre les sequences en 
30 acides amines du polypeptide DD1-a de sequence SEQ ID H% du 
polypeptide DDI-b de sequence SEQ ID N^'ll et du polypeptide DDI-b 
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de sequence SEQ ID N''12. La ligne superieure repr6sente une 
sequence en addes amines consensus. La seconde ligne reprSsente la 
sequence en acides amines d^duite de la sequence partielle de TADNc 
codant pour DDI-a. La 3 feme ligne repr6sente la sequence de ja . 

5 protSine DD1-a. Les deux lignes infSrieures representent les sequences 
en acides amines des deux variants polypeptidiques de DD.1rb de 
sfequences SEQ ID 1 et SEQ ID N°12. 

La figure 13 illustre le profil d'expression des genes DD1-a et 
DD1-b. Aprfes transcription inverse et amplification par PGR (RT-PCR), 

10 )es ADN ont 6t§ transfdr^s sur membrane puis hybridSs avec la sonde de 
sequence SEQ ID L'expression a 6t§ visualis6e ^ partir d'ADN 
amplifies dans les tissus suivants: soles, 6pis, tiges; feuilles; racines et 
Talbumen d 7, 9, 12 et 15 jours apr&s pollinlsation (JAP). Li piste 
d6sign6e M correspond au marqueurs molSculaires utilises comme 

IS tSmolns. 

La figure 14 illustre le profil .d*expression tissulaire des ggnes 
DDI-a et DDI-b realises d I'aide d'hybridation in situ sur des coupes 
iongitudinales de grain de maYs de 7, 9, 12 et 15 Jours apr§s pollinlsation 
(JAP), a, b, 7 JAP; c, d, 9 JAP et 12 JAP; g. h15 JAP. 
20 a, c, e, g sonde DDI antisens; b,d, f, f temoin nSgatif (sonde 

DDI sens). 

EXEMPLE1: 

A-MATERIEL ET METHODES 

25 

M LIGNEES VEGETALES 

Les plantes de la lignee A188 (GERDES et TRACY, 1993) ont 
6t6 utilis^es pour i'lsolement d'ARN et pour la realisation des 
30 hybridations in situ. Les grains de ces plantes, obtenus par pollinlsation ^ 
la main, ont 6te recottds k diff^rents stades compris entre 7 et 15 JAP. 
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Les fragments d'ADN contenus dans la banque g^nomique criblee 
proviennent quant S eux de la Iign6e hybrids HD5xHD7. La cartographle 
a §t6 realisee gr3ce aux lignees recombinantes stables issues des 
. croisements Co159xTx303 at Cm37xT232. (BROOKHAVEN NATIONAL, 
5 .. LABORATORY, Upton, N.Y. Etats-Unis). Toutes ces plantes ont et6 
cuifiv§es en serre, avec une periods d'6clairement'de 16 h , une hunniditd 
relative de 80%, et une altemance 24*0/1 9*0 (jour/huit), 

A-?CLONAGIg 

10 

L'ADN plasmidique a 6i6 prepare suivant le protocole de tyse 
alcaline dScrit par SAMBROOK' et aL (1989). Les digestions d'ADN 
g^nomique et plasmidique par des enzymes de restriction ont 6te 
r6alis6es selon les conseils des fabricants (GIBCO, BOEHRINGER 

15 MANNHEIM, PROMEGA). Les produits de digestion ou d'amprrficatlon 
par PGR ont eft§ separ§s par electrophorese sur gel d'agarose dans du. 
tampon TAE SAMBROOK et al. 1989). Les fragments de restriction ont 
&1& ilgu§s dans le vecteur pBluescript et les produits PGR dans ie 
vecteur pGEM-T-easy, d Taide de la T4-DNA ligase suivant les conseils 

20 du foumisseur (Promega), en utilisant 50 ng de vecteur, et un rapport 
moiaire insert/vecteur de Tordre de 3/1. Ces constructions ont ete 
Introduces dans la souche bact6rienne DH5a par transformation par 
choc thennique, selon le protocole de HANAHAN (1983), 

25 A-3SEQUENCAGE 

Les reactions de sequengage ont 6t6 r6alls6es soit d partir de 
mlni-pr^paratlons d'ADN plasmidique ayant sub! une extraction volume d 
volume au pli§nol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1) pH 8 et une 
30 precipitation d rSttianol, soit d partir de produits PGR purlflds d Taide du 
Idt « QiAqulcic PGR purification » (Qiagen). Les produits de la reaction 
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« dye tGrmlnator » obtenus avec le kit a Thermo Sequenase 
(Amersham) ont mlgr6 sur un sequeneur automatique ABI 373 A 
(Applied Biosystems). 

Les loglclels Sequencher 3.1.1 (Gene Codes Corporation) et 
5 DNAster (Laser Gene) ont permis .d*analyser et d'assembler les 

sequences obtenues. Les bases de donnees ont 6te consuttSes avec le 

..... 

logiclel blast (Basic local Alignment S Tool, National Center for 
Biotechnology Information, ALTSCHUL et al., (1997). Des motifs de 
a signature » prot6iques ont 6t6 recherches dans les bases de donnees 
10 «Prosite profiles «Prosite patterns «cPfam» et «GrIbskov 
collection disponibles sur le serveur de I'lSB (Institute of Swiss 
Bioinformatlcs). 

A«4 Southern blot 

15 

les fragments d'ADN ont 6t6 transf6r6s des gels d'agarose sur 
des membranes de nylon (Hybond N+, Amersham) par capiiaritS. en 
presence de soude 0,4N. Les membranes ont 6te prShybridSes selon les 
conseils du fourhisseur, pendant 4 d 12 h en conditions stringentes 

20 65''C, en presence de SSPE 5x et sans formamide). Puis elles ont §t6 
hybridees pendant 16 h dans les m§mes conditions. Les sondes utllisSes 
pour rhybridation ont marquees radioactivement avec 50pCi d'a^P- 
dCTP, selon le protocole suivant : 25 d 100 ng d'ADN Iln6aire ont ete 
denatur|6s 5 min dans Teau bouillante, dans un volume de 9 pi, avec 

25 deux amorces sp^cifiques antiparaii^les (sequences Iist6es dans le 
tableau 10) d une concentration finale de 5 pM. 
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TABLEAU 10 

sequences de 5' vers 3' des amorces utllis6es pour la fabrication 
de sondes radioactives (§ A.4) ei pour la cc RT-PC(( » (§ A.5.)- 



orientation 


nom 


sequence 


sp6cificlt§ 


sens 


GAPDH5 


AGGGTGeTGCCMGAAGGTTG 
SEQ ID N'18 


GAPDH 


antisens 


GAPDH3 


GTAGCCCCACTCGTTGTCGTA 
SEQ ID H'lQ 


GAPDH 


sens 


154U 


CACTGGATGCTTTAACCTGGACTGT 
SEQ ID N''20 


DD1-aetDD1-b 


anflsens 


154L 


CATTGCCCATGGGAGGACTTG 
SEQIDN''21 


DD1-a6tDD1-b 


sens 


GM2 


CTGCTGGTGGATATACAGGTG 
SEQ ID N» 30 


DD1-aetDD1-b 


antisens 


203-3' 


TGAATAGAGGATGATACAAGCAA 
SEQ ID N» 31 


DD1-a 


antisens 


204-3' 


GATTTGAATAGAGGATGATACAAGAC 
SEQ ID N' 32 


DD14) 



Puis I'ADN et ies amorces ont &i6 hybrld^s 10 min d 
temperature ambiante et 5 min sur glace. Les rdactifs sulvante ont alors 
.6t6 ajout^s sur glace: 2 \A de dAGT (200 pM chacun: dATP, dGTP, 

10 dTTP) Ipl SAB (1 mg/ml), 2pl tampon de restriction #Z concentrd 
10x(GIBCO), 5 pi d'a'^P-dCTP (actlvit6 3000 Cl/mmoi), et 1 pi d'enzyme 
de Klenow (1 U/pl). Les fragments d'ADN ont 6t6 marqute d ZJ'C 
pendant 45 minutes, puis I'^iongation a et6 prolong^e par une incubation 
de 15 min avec 1 pi de dCTP frold 200 \iM et 1 pi d'enzyme de Klenow. 

15 Les sondes ainsi obtenues ont §te purifiees sur des colonnes de 
Sepharose CL-6B par centnfugation 3 minutes d 400g. 
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Apr6s hybridation, les membranes ont subi quatre ringages , a 
65**C dans des solutions & 0,1% de SDS et de concentrations en SSC de 
2x, 1x, 0,5x et 0,1x, et ont et^ expos^es ^ des films pour 
autoradiographle (X-OMAT, Kodak). . 

A-5(«RT"PCRi>) 

Des grains de maTs ont 6t6 diss6qu6s sous la loupe binoculaire 
d diff^rents stades de d^veloppement (7, 9, 12 et 15 JAP) en siparant 
Tembryon de Talbumen. Les ARN totaux de ces deux organismes ont 6t6 
10 extraits selon le protocole d§crit par Mc PHERSON et al. (1991). Ces 
diff^rentes manipulations ont §t6 conduites en parall&le sur des tissus 
t^moins de plantes du m§me genotype: soles de 10 cm, tiges. feuilles et 
radnes matures, et Jeunes &p\s non pollinis^s de 10 cm. 

Les ARN, resuspendus dans 50 pi d*eau Versol (Aguettant), ont 
15 d6natur6s a 65''C pendant 5 min et traltes d la DNase I selon les 
indications du foumisseur (Promega). lis ont ensuite et6 purifies par deux 
extractions volume d volume au phenohclilorofonne/aicool isoamylique 
(25:24:1) pH 4,5 et une pr6cip]tation d I'ethanol, 6 |jg d'AIRN purifi6s ont 
et6 a reverse » transcrits par la MuLV reverse transcriptase (Gibco) dans 
20 un volume total de 20 pi comme conseill^ par le foumisseur, avec les 
amorces antisens presentees dans le tableau 10 d-dessus, ^ une 
concentration finale de 2,5 pM. 

Apr^s inactivation de la reverse transcriptase par chauffage ^ 
dS^'C pendant 5 min, 2 pi de la reaction de transcription inverse ont ete 
25 amplifies par la Taq polymerase avec le tampon foumi par le fabricant 
(Phanmacia). Les couples d'amorces sens/antisens present^s dans le 
tableau 10 ont et6 utilises k une concentration finale de 1 pM. La reaction 
a ete realises dans un amplificateur PCR Perlcin Elmer DNA Themnal 
Cycler 2400 de la fagon sulvante: apres denaturation de I'ADN 2 min e 
30 94*'C, les echantillons ont subit 30 cycles de 30 s de denaturation k 
94X/45 s d'hybridation k 55X/1 min d*6longation ^ 72*C. 
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line amplification des transcrits du g§ne Gapdh a constituS ie 
temoin posltif de transcription inverse. En effet, ce g§ne code pour une 
enzyme impliqu^e dans la glycolyse, la glyc6rald6hyde 3-phosphate 
ddshydrogSnase, dont I'expression est ubiquitaire et constitutive. Une. 
5 amplification a §gaiement i§t6 r^lisSe en bmettant les ARN, afin de 
disposer d'un tdmoin n^gatlf attestant de Tabsence d'ADN contaminant 
dans les r^actifs. 

A-6 ELONGATION D^AMORCES U RACE-PCR y>) 

Le kit « Marathon cDNA Amplification » a 6t§ utilise pour obtenir 
10 des extr§mit6$ d'ADNc« en suivant ies indications du febrlcant 
(CLONTECH), d t'aide des amorces suivantes: 

TABLEAU 11 

Sequences de 5' vers 3' des amorces utlllsees pour la 
15 « RACE'PCR » 







1°) reaction d'amplication 


2°) reaction d'amplication 
(« nested primer ») 


Amorce 


5' RACE 


TTCACTAGTGTTTGATC 
CCTGGCCAGTAGAATC 
(SEQ ID N''22) 


CCACCCCAGGTTATGA 
ATCCAGCGTG (SEQ ID 
N''24) 


Amorce 


3'RACE 


CCACTGGATGCnTAA 
CCTGGACTGTAATGGT 
(SEQ ID N°23) 


AAGATGATGGAGATTG 
GTGGCTACACTTTGGA 
TA (SEQ ID N''25) 


Amorce 
adaptateur 


5'et 
3' RACE 


CCATCCTAATACGACT 
CACTATAGGGC (SEQ 
ID N"27) 


ACTCACTATAGGGCTC . 
GAGCGGC (SEQ ID 
N'28) 



Cette technique repose sur ramplification de fragments d'ADNc 
aux extr6mit§s desquels ont 6t6 llguds des adaptateurs. Les ADNc 
utilises pour la reaction ont §tS pr^par^ S partir d'ARN polyA+ extrarts 
20 de la partie basale de grains de maTs de 7 JAP, comprenant I'embryon et 
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la partie basaie de Falbumen. Une premi§re amplification a §t6 effectude 

entre une amorce sp6cifique de DD1 (contenant au moins 50% de GC; 

temperature d'hybridation entre 65 et ZO'^C; situee a une extremlt§ du 

clone partial) et une amorce situee dans un adaptateur Iigu6 ^ Tautre 
5 extr6mit6 de I'ADNc sen/ant de matrice, Les produits de cette reaction 

sont alors amplifies avec une amorce sp6clfique situ6e plus ^ rintSneur 

de Tampllcon et une autre amorce de Tadaptateur. 

Afin de disposer d'un t§moin positlf de la presence du g^ne 

DDI parmi les ADNc utilises, une amplification a 6t6 reaiis^e entre les 
10 deux amorces SEQ ID N*'20 et SEQ ID N**21. Le t6moin n6gatlf , qui 

v6rifie rabsence d'ADN amplifiable dans les rtoctifs, a obtenu en 

remplagant les ADNc par de I'eau, puis en ampllflant par les amorces 

sttu6esen5'. 

15 A7 HYBRIDATION IN SITU 

Les hybridations In situ ont 6t6 realisSes selon le protocde de 
COEN et al. (1990), avec les modifications d^crites par BRADLEY et al. 
(1993). Les princlpales stapes en sont, en r^um6: 

20 

A.7,1 PREPARATION PES TISSUS 

Les grains isol§s ont etS immerges dans une solution de fixation 
^ 4% de parafomnaldehyde et infiltr6s sous vide. Puis lis ont 6te 

25 deshydrat^s par des incubations successives . dans des solutions 
6thyliques salfees de degr6 croissant en 6thanol. Les 6chantillons. ont 
alors 6t6 impr6gn6s pendant plusieurs jours dans un melange 
d'Histoclear 11 (National Diagnostics) et de paraffine (Paraplast Plus, 
ShenA^ood IVIedical Co) en concentration croissants, lis ont ensuite 

30 Indus dans de petits blocs de parafftne pure pour gtre coupes au 
microtome, en sections longitudlnales et transversales de 7 pm 
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d'epaisseur. Ces coupes ont 6t6 fixees sur des lames Probe-On Plus 
precharg6es positivement (Fisher Scientific). 

A 7rZ FABRICAT ION DE SONDE S MARQUEES A L A DIGOXINENINE . . 

Les sondes DD1 sens et antisens ont 6t6 obtenues par 
transcription in vitro d'un ADNc partiel du gSne DD1 (SEQ ID clon^ 
dans les deux orientations dans le vecteur pGEM-T-easy. Toutes les 
transcriptions in vUro ont 6t6 rSalis^s par la T7-ARN polymerase, en 
10 presence des nucleotides suivants: ATP, OTP et GTP 1 mM, UTP 0,65 
mM, et digoxln6nine-1 1-UTP 0,35 mM. 

A.7.3. HYBRIDATION 

IS Les lames ont ete hybridees avec la sonde pendant 16 h, d 

SS^'C, . dans un tampon d'hybridation contenaht entre autre 50% de 
fbrmamide. Elles ont ensuite ete rinc§es k SS'^C dans une solution ^ 
0,1% de SDS et de concentration en SSC de 0,1x. pendant 30 mln, puis 
dans une solution d 50% de Ibrmamide et de concentration en SSC de 

20 2x pendant deux fois 1 h 30 min, avec agitation lente. 

AJA REVELATION 

Apr§s une Incubation de 1 h .30 min avec une dilution 1/1000 
25 d'anticorps anti-dlgoxigenine couple e la phosphatase alcaline, les lamds . 
ont ete reveiees par une solution de NBT (nitroblue tetrazolium chloride) 
et BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate p-toluldine salt), des 
substrats chromogenes de la phosphatase alcaline. Elles ont ensuite ete 
lavees dans des bains de 30 e 100% d'ethanol, et cotorees au calcofluor 
30 k 0,1%. Les photographies ont ete faite$ sous un microscope avec un 
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objectif Plan fluor 10/0,30, ^ I'aide d*un appareil Nikon FDX 35 sur des 
pellicules Kodak Elite Chrome 100 ASA. 

A8,CRIBLAGE DE BANQUE D'ADN GENOMIQUE 

Une banque d'ADN g§nomlque contenue dans le phage lambda 
EMBL3 SP6/T7 (Stratagene) a 6t6 6talee k la denslte de 1 ,5 x 10^ plages 
de lyse par boTte, sur 10 boites, puis transf6r6e sur membrane Hybond 
N, selon la technique d6crite par SAMBROOK et al (1989). Les 

10 membranes ont hybrldSes avec la sonde de sequence SEQ ID n"" 29 
provenant d'un done d'ADN gdnomique partiel du gdne DDI-b marqud 
radloactivement. Aprds r6v6]ation des membranes en autoradiographie, 
les plages de lyse donnant un signal ont && pr^lev^es sur les boftes et 
6tal6es d une density moindre, ainsi deux fbis de suite afin d'obtenlr un 

15 done unique par bolte, sous fomne de plages Isoldes. Les ADN ont alors 
6t6 pr6par6s selon SAMBROOK et al. (1989). 

A9.-CART0GRAPHIE 

20 La cartographie a §t6 rialisde oomme dScrtt par BURR et 

BURR (1991). L'ADN g§nomlque des Iign6es parentales Co159, Tx303, 
Gm37 et T232 a dt6 dig^re par les enzymes de restriction suivantes: 
BamHI, EcoRI, HIndlll, EcoRV. Pstl, Xbai, Sacl, Spel, Xhol, Sail, Pvull, 
et Clal, et transfers sur membrane de nylon (voir paragraphe A.4). Une 

25 (sonde marqu6e radioactivement, conrespondant k un done d'ADN 
genomique partiel du g6ne DD1-b de sequence SEQ ID W'lQ, a 6t6 
utilisSe pour identifier des polymorphismes de longueur des fragments de 
restriction. 

Un polymorphisme a 6t6 observ6 avec la digestion par EcoRI 
30 de TADN des deux parents Co 159 et Tx303 et I'ADN genomique de 41 
descendants Go159xTx303 a done digSre par EcoRI. Selon que la 
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digestion a conduit Tobtention du m§me polymorphlsme que le parent 
Tx303 DU que le parent Co159, un score de 1 ou de 2 a 6te 
respectivement attribuS ^ Tindividu. Pour les individus chez qui la 
discrimination n'a pas §te possible, ii a dtd attribu6 un x. 
5 Ces resultats ont pennis de detenminer la position des gdnes 

sur la caif& g§n6tique du ma'is, d I'aide du programme Map Mal<er. 

B» RESULTATS 

B,f, PROFILD'EXPRESSION DES GENES DDI 

10 

Afin d'obtenir des profits d'expression spatio-temporelle precis 
des genes DD1, la teciinique de « RT-PCR» a e\6 utilis^e avec les 
oligonudtotides du. tableau 10 et la s6quence SEQ ID N*'26 comme 
sonde. Les resultats des «c RT-PCR relatife d I'albumen et aux tissus 
15 t6moins sont reprSsentSs sur la figure 13. 

. Le g6ne DDI (figure 13) n'est pajs exprim6 dans les tissus 
v6g§tatifs, mais presente une fenetre d'expression tree 6trotte dans 
Talbumen, situee entre 7 et 9 JAP. Des experiences supplementalres sur 
grain entier montrent que ['expression commence avant 7 JAP. Une 
20 faible expression est mSme detectable dans I'ovule mature avant 
f6condation. Le maximum d'expression se situe d 7 JAP. A 12 JAP, on 
peut encore observer un signal trds faible, qui disparaTt totalement k 15 
JAP. Uexpression de DDI est done specifique de la phase pr^coce du 
dSveloppement de Talbumen. La sonde DDI donne ^galement un signal 
. 25 dans la piste du marqueur d4 taille, car de petites regions du vecteur de 
clonage prSsentes aux extremltSs de la sonde sont homologues aux 
sequences du marqueur. 



B,2 CARACTERISATION DE DDI 
30 B.2.1 PROFIL D'EXPRESSION TISSULAIRE DE DD1 
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Afin de pr6ciser le profil d'expression tissulaire de DD1, nous 
avons realist des hybridations in situ sur des coupes longitudinales de 
grains de maYs de 7, 9, 12 et 15 JAP. Avec une sonde antfsens, on 
observe un signal restreint k la zone de transfert de Talbunnen. Ce signal 

5 est fort a 7 et a 9 JAP (figures 14a et 14c, puis plus falble ^ 12 JAP 
(figure 14e), indlquant une diminution du niveau^d'expression de TARN 
conrespondant au g6ne DDL A 15 JAP, on n'observe plus aucun signal 
(figure 14g) . ni dans la zone de transfert, ni dans le reste du grain. Une 
sonde sens, utilisSe comme cpntroie n6gatif, ne donne qu'un signal diffus 

10 qui con-espond au bruit de fond (figures 14b, d f ii). Des experiences sur 
des stades plus precoces montrent une expression dans le sac 
embryonnaire (gametophyte femelle) avant f§condation et une 
expression d la base du grain k 5 JAP* Ceci confirme les resuttats 
obtenus par RT-*PCR : le g^ne DDI est sp6cifiquement exprime dans le 

15 gametophyte femelle avant la fScondation et k la base du grain entre la 
fecondation et le stade 12 JAP. Cette zone d'expression coYncide avec la 
zone de transfert d§s sa differenciation a 7 JAP. 

B-2A CLONAGE DE UADNC DU GENE DD1-B 

20 Afin d'obtenir la sequence d'ADNc de DD1, nous avons effectue 

une « RACE-PCR » vers chaque extr6mit6 du gfene. Aprfes « DNA gel 
blot » des produits des deux reactions, on obtient plusieurs bandes aprSs 
hybridation avec la sonde DDI (SEQ ID N**26) entre 0,4 et 0,8 kb pour la 
reaction 5', et entre 0,4 l^b et 0,6 kb pour la reaction 3\ Les produits de 

25 ces deux reactions ont ete clones et sequences. Toutes les sequences 
correspondaient au gene designe plus tard comme DDI-b. 

BA3 SEQUENCE DE DD1 

30 Les sequences des produits des reactions 5' et 3' etant 

chevauchantes, une sequence consensus de 1075 pb a ete obtenue sur 



BMcnrvnrv -wn fmv?eak*i t * 
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la base des clones les plus longs vers chaque extr6mit6. CiBtte s6quence 
contient un cadre ouvert de lecture de 858 pb, et piusieurs sites de 
polyadenyiation. Elle code pour une protSine de 286 acides annln^, tr6s 
hydrophile, qui comporte nSanmoins un domaine hydrophobe dans sa 
.5 partie N-tenriinale. La sequence d'ADNc ne r6v6le aucune honiologie 
significative avec les bases de donn^es de sequences. 

B,2.4-> CLONES GENOMIQUES DE DDI 

10 Pour ^judder la stmcture intron/exon et avoir accSs au 

promoteur, ii 6tait n^cessalre de disposer de clones g6nonilques« 
L'ampllcon DDI (SEQ ID N''26, (382 pb) semblait trop petit pour produire 
une bonne sonde utitlsable pour le crlbtage de banque et la cartographie. 
Aussi, une anripllficatlori par PGR sur AON g§nomique a 6te r§alis6e, ^ . 

15 I'alde des m§mes amorces (SEQ ID N*'20 et SEQ ID N''21) que celles 
uHiis§es pour la « RT-PCR >> (tableau 10). Uobtention de deux produte. 
de taille sup6rieure ^ celle des produits de la « RT-PCR » a montr6 quil 
existe dans I'ADN g§nomique au moins un intron entre les deux amorces 
sp6cifiques. Ces deux fragments, d'environ 1,2 kb et 1,5 kb, ont 6t6 

20 clones puis enli^rement s6quenc§s. Leurs sequences exoniques comme 
intronlques sont tr6s homologues. Le plus grand fragnrient contient deux 
insertions, de 49 et 282 pb, ainsi que 26 d6l§tions ponctuelles. Ceci est 
une premiere indication de la presence de deux g§nes DD1-a (produit de 
1,5 kb) et DD1-b (produit de 1,2 kb) dans.le genome du maTs. 

25 DIspQsant de clones sufflsamment longs, une banque d'ADN 

gdnomique a ^te cribl§ee utilisant comme sonde le fragment d'environ 
1,2 kb de DDI-b (SEQ ID N''29). Ce fragment presente sufflsamment 
d'homologle avec ie fragment d'environ 1,5 kb de DD1-a pour lui 
pemnettre de s'hybrider avec les deux gdnes, mals ne contient pas les 

30 insertions qui pourralent correspondre d des sequences r§p^t6es, et 
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done s'hybrider avec d'autres parties du g§nome sans relation avec les 
genes DDL 

Lors du premier criblage, trente clones posftife en 
autoradiographie ont 6t§ .obtenus. Les plages de lyse correspondantes 

5 ont ete pr61evees et test6es par PGR pour la presence des fragments de 
1,5 kb (DD1-a) ou de 1,2 kb (DDI-b). Pour le deuxieme tour de criblage, 
nous avons retenu 3 ctones donnant un fragment PGR de 1,5 kb, 2 
clones donnant une bande de 1,2 kb , ainsi que 7 clones ne prdsentant 
pas de fragment d*amplification. Aprds hybridation, 8 de ces 12 ctones 

10 6mettalent des signaux, notamment tous ceux qui avaient r6pondu en 
PGR. Nous avons done 6tal§ k nouveau ces clones pour obtenir des 
plages de lyse Isoldes. Pour cheque clone, I'ADN d'une plage a 6t6 isol§ 
et dig6r6 par les enzymes Sail, Xbal, aInsi que par les deux enzymes 
slmultan^ment Une fois hybridSes, les membranes de ces digestions 

IS nous ont permls d'identifiidr des fragments de restriction contenant au 
molns una parHe de DDI. Pour un clone lambjda DD1-a et.un .cione. 
lambda DD1-b les fragments de restriction ont sous*clon§s, et les 
diffdrents types de sous-clones ont 6t§ s6quenc6s. 

Les sequences obtenues sent r6pertori6es ici comme SEQ ID 

20 N"1 et SEQ ID N'*2. Elles contiennent les r6gtons r6gulatrices. les 
r6gions codantes et des regions en aval des g^nes DDI-a et DDI-b. 

B 2,5 CARTOGRAPHIE DES GENES DDI 

. '25 La cartographle p6ut apporter des renseignements sur la 

fonction d*un g6ne si celui-ci co-cartographie avec une mutation de 
phenotype connu. Pour cartographier les g§nes DD1 , nous disposlons de 
deux populations de lignSes recombinantes stables, issues des 
crolsements Go159xTx303 et T232xGm37. Pour trouver des 
30 polymorphismes de longueur des fragments de restriction des gSnes 
DDI, nous avons digSrS TADN des 4 lign^es parentales par diffdrentes 
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enzymes. Apr^s hybridation avec une sonde conrespondant au clone 
gdnomique partiel de DDI-b de 1,2 l<b (SEQ iD N^29), piusieurs 
polymorpliismes ont dtS r6v6l6s. La digestion par Xhol montre un 
polymorphisme entre les parents 1232 et Cm37; les digestions par 

5 Hindlll et Clal entre les iigndes TxSOS et Col 59; enfln les digestions par 
BamHI, EcoRI, EcoRV, Xbal et Sad montrent I'existence d'un 
polymorphisme chez les deux couples de parents. Pgir allleurs, le nombre 
de bandes hybridantes (entre 1 et 4) indique un faible nombre de copies 
du g§ne DD1 dans le g§nome du maTs. 

10 Les gdnes DD1 ont 6te cartographi§s en dig6rant par EcoRI 

TADN de 41 indivldus Co159xTx303. L'hybridation des membranes avec 
la mfeme sonde montre la presence de trois fragments de restriction dans 
cheque plante, dont deux s6gr6gent de fa?on ind6pendante (tableau 12). 
Comme attendu la sonde de 1,2 Vb reconnaTt done deux gSnes 

15 diff^rents. 

TABLEAU 12 

Polymorphlsmes obseiv6s aprds digestion par EcoRI des 
ADN de 41 indivldus Co159xTx303 
(class6s de gauche & drolte), oD 1=00159. 2=Tx3Q3 et 
20 xaillislble 



G^ne DD1-a 


x1 1 1 1 1 1 212221 1 2221 21 x221 1 21 1 1221 212x1 1 1 21 


66ne DD1-b 


11212112111121112112x2212112222122x21212 



La position exacte des g^nes DDI-a et DDI-b par rapport S des 
• marqueurs connus sur la carte g6netique du maTs a 6te d§tenmin6e. Le 
gdne DDI-a se trouve sur le bras long du chromosome 8, S la position 
25 130,5 centimorgans, entre le marqueur bnl17.17 et le gene sps1. Le 
g6ne DDI-b est situ6 sur le bras long du chromosome 6, ^ la position 78 
centlmorgans, entre les marqueurs pll et tugS. 
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B 2.6. EXPRESSION DES DEUX GENES DDI^a ET DE DDI-b 

Le sequengage de clones gSnomiques et ia cartographie avaient mis en 
Evidence, ('existence de deux gSnes DD1 dans le genome du maTs. ; 
.5 Cependant {'expression des deux gdnes ne pouvait pas Stre afRnnte par 
les experiences de RT-PCR et d'liybridation iri^sltu dScrites ci-dessus, 
parce que les amorces et sondes utilis^es ne diffSrenciaient pas entre 
les deux gdnes. 1^ quasi-identitd entre tous ies clones RACE et ie g6ne 
DD1-b 6tait une premi&re preuve de {'expression du gdne DD1*b. Pour 
10 confimner ce rSsultat et pour adresser i'expression du g&ne DD1-a, de 
nouveaux experiences de Rt-PCR ont dtS entreprises. Les amorces 
203-3' et 204-3' (Tableau 10) spScifiques respecQvement de DD1-a et de 
DD1-b ont 6t6 test6es en combinaison avec I'amorce GM2 (Tableau 10) 
s'hybridant sur les deux gdnes. Sur des ADN plasmidiques contenant 
15 soit un fragment DD1-a ou un fragment DDI-b une amplification a 6te 
. obtenue unlquement avec ramorce correspondantei Par la suite des. 
ADNc de caryopses de 7 JAP ont 6t6 amiplifi6s avec les couples 
GM2/203-3' et GM2/204-3\ Una bande hybridant § une sonde DD1 a 6te 
obtenue dans les deux cas. Le clonage et sequengage des fragments 
20 correspondents a montr6 qu'il s'agissait d'ADNc de DD1-a et de DDI-b. 
Par consequent les deux gfenes sont exprim6s dans des caryopses de 7 
JAP. Par ailleurs le sequengage du produit GM2/203-3' a rev6ie la 
presence d'une petite insertion de 54 pb par comparalson au produit 
GM2/204-3*. Cette sequence a ete retrouvee dans I' ADN genomique de 
.25 DD1-a. La presence .de sites d'epissage canoniques d ses dxtrernites 
confirme ia presence d'un petit exon. Une sequence homoiogue est 
presente dans TADN genomique de DDI-b, mais absente dans I'ADNc 
du gene DD1-b (clone RACE et produit GM2/204-3'). il sembleralt alors 
que. ies deux genes DD1 aient assez diverge dans revolution pour 
30 permettre un epissage alternatif. 
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EXEMPLE 2: 

Construction de vecteurs recombinants sielon rinvention dans 
lesquels est ins6re un acide nucl6ique comprenant un 
polynucleotide dMnt6ret plac6 sous le contrdle d*un aclde nUclelaue 
5 r6qulateur du gene DD1*a ou du qdne DDI^b. 

PlusieUrs vecteurs comprenant un acide nucl6lque r^gulateur 
du gdne DDI -a ou du gdne DDI-b localise en amont d'un gdne 
rapporteur, le gdne GUS, ont 6t6 r6alls6s. 
10 Le vecteur de depart destine d recevoir ies inserts d'ADN 

d'int6r§t est le vecteur L127a5 reprdsent^ dans la figure 7. Le vecteur 
L127 a 5 alnsi que sa construction sont ddcrits par BONELLO et al. 
(2000). Dans cet article, Je vecteur L 127 a 5 est designs prEsr3-GUS. 

Pour chacune des sequences regulatrices respectives du g^ne 
IS DD1-a et du gdne DD1-b, deux constructions de vecteurs ont §t6 
r6allsees • chacune des constructions, comprenant un fragment long ou 
au contraire un fragment court de la sequence regulatrice. 

Les sequences regulatrices des g§nes DD1-a et DD1-b ont tout 
d'abord ^te amplifiees par PGR a Taide d'amorces contenant des sites 
20 de restriction. 

Apr^s digestion avec des endonucleases de restriction 
approprl6s, les fragments amplifies des s6quences r6gulatrices sont 
integr6s dans le plasmide L127a5 represents a la figure 7 et decrit 
egalement dans la demande de brevet frangais N"" 99 12305 d6pos6e le 
25 lerOctbbre 1999, 

Le tableau 13 ci-apres reprSsente sctiSmatiquement les 
diffdrentes constructions r6alls§es. 
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Tableau 13 



construction 


promoteur 


taltte 

promoteur 


primers*. . 


site 


primers' 




L246a 


DD1-a 


3,0 kb 


203 (3,0) 


Psll 


Gus 


Xbai 


L246b 


DD1-a 


1,0 kb 


203(1.0) 


Hindlll 


Gus 


Xbal 


L247a 


DD1-b 


2,5 kb 


204 (2.5) 


PstI 


Gus 


Xbal 


L247b . 


DDI-b 


1.6 kb 


204(1.6) 


PstI 


Gus 


Xbal 



10 



IS 



20 



25 



30 



35 



amorce 203 (3,0) ATGCCTGCAGCTACCGCATCGCATTACTGGCTCTG 
(SEQ ID N*13) 

amorce 203 (1 ,0) ATGCAAGCTTTGCATTCACACCCCTAAAG 
(SEQ ID WU) 
amorcie 204 (2,5) 
(SEQIDN°15) 
amorce 204 (1,6) 
(SEQIDN'16) 
amorce Gus 
(SEQIDN'17) 



ATGCCTGCAGGGGACCTGAGTGAGTTGA 
ATGCCTGCAGGAGATGCCAAGAATAAAGGGTAAAG 
ATGCTCTAGATTTGTAAGGATGGTTATATrTCTCT 



Adaptateurs utilises: 
adaptateur JFB34 



adaptateurJFB56 



TCGACTGCAGCCCA . . 

GACGTCGGGTTCGA 

CTAGACCCGAATTCGC 

TGGGCTTAAGCGCCGG 



Le vecteur L246a a 6t§ construit apr§s introduction d'une 
sequence d'en>dron 3 kb du promoteur du gdne DDI -a aprds 
amplification d'un fragment g^nomlque de ce ggne ^ I'aide du couple 
d'amorces de sequences SEQ ID N'13 (amorce 203(3,0)) et SEQ ID 
N'l? (amorce GUS) puis digestion par ies endonucl^ases de restriction 
PstI et Xbal. (Figures). 

Le vecteur L246b a 6t§ obtenu par introduction dans le vecteur 
L127a5 d'un acide nuclSique constituant le produit d'amplification d'un 
fragment g^nomique du gene DDI-a d I'aide du couple d'amorces de 
sequences SEQ ID N''14 (amorce 203(1,0)) et SEQ ID N''17 (amorce 
GUS). avant digestion par Ies endonucldases de restriction Hindlll et 
Xbal. (Figure 9). 
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Le vecteur L247a a 6te obtenu par Tintroduction dans le vecteur 
L127a5 d'un acide nucl6ique constituant le produit d'amplificatlon d'un 
fragment g^nomique du g§ne DD1-b ^ Taide du couple d'amorces de 
sequences SEQ ID NM5 (amorce 204(2,5)) et SEQ ID N'17 (amorce 

5 GUS) avant digestion par les .endonucl§ases de restriction PstI et Xbal. 
(Figure 10). Le vecteur L318 est un derivd de L247a. II contient une 
fusion traductionnelle entre le deuxleme exon de DDI-b et le gdne 
rapporteur Gus. Le vecteur L247a a dig6r§ par les enzymes Spel et 
Smal et le fragment plus petit a 6td remplacS par un produit 

10 d'amplificatlon obtenu par PGR avec les amorces DD1-b-FT-5' (SEQ ID 
N*^33 et DD1-b-FT-3' (SEQ ID N'34) sur le plasmlde L204b7 puis dlg§r6 
par les enzymes Spel et Smal. 

Sequences des amorces : 

15 

PP1b-FT5^ ATTATCATTT CA6GTAGCAC ATCtCC (SEQ 

DD1b-FT3':TAATCCCGGG GACTTGCCAT TTGACACCCA CATTATT 
(SEQ ID N'^34) 

20 

Le vecteur L247b a 6t6 r6alis6 par Tintroduction dans le vecteur 
L127a5 d'un fragment d'amplification genomique obtenu d Taide du 
couple d^amorces SEQ ID N^16 (amorce 204(1,6)) et SEQ ID N^17 
(amorce GUS), avant digestion par les endonucleases de restriction PstI 

25 et Xbal. (Figure 11). 

UADN g6nomique du g6ne DDI -a de depart utilise pour 
amplifier ies sequences d'Interdt destinees d §tre introduites dans les 
vecteurs L246a et L246b est contenu dans le plasmlde L203b23, qui 
comprend un insert d'ADN genomique de 6 kb clon6 avec les enzymes 

30 Sail et Xbal dans le vecteur pBGSK+ commercialise par la Soci§t§ 
Stratagene. 
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Le mat6riel de depart pour ramplification des inserts d'ADN 
d'inter§t du g6ne DD1-b est le plasmide L204b17 qui comprend 12 Icb 
d'un insert d'ADN g§nomique clone avec I'enzynne Xbal dans le vecteur 
pBCSK+ commercialise par la Socl6t6 Stratagene. . 
5 Les fragments d'ADN g6nbmique provienrient de clones lambda ' 

EMBL3 SP6/T7 d'une banque genomlque du g6notype HD5xHD7 
obtenue aprte digestion partielte avec I'enzyme Sau3A ddcrite k 
Fexemple 1, au paragraphs A.8 de la section « MatSrlels et M^thodes ». 

Les r6f Frances pour le plasmide L127a5 sent les suivantes: 
10 - plasmide pBSSK-f- commercialism par la Socl^tS Stratagene ; 

- plasmide pBHOI d^crit par JEFFERSON et at., 1987 

EXEMPLE 3: 

Obtention de Diantes transa6nlaues transform6es par un transadne 
15 comprenant un polynucldotide dMnt6ret plac6 sous le contrdle 
d'une sequence requlatrlce seion rtnventton> 

La transfomDation d'une plante dans le but d'obtenir une 
expression stable du polynucleotide d'int6rdt dans la plante transfonm^e 
est n§cessaire pour assurer une modification durable du gi^in de mais. 
20 Des essais sent r§alls6s avec une construction de vecteurs L246a, 
L246b. L247a et L247b d^crits d i'exempie 2. 



4^1 CANON A PARTICULES 

25 

La m6tliode utilis^e repose sur I'utilisation d'un canon ^ • 
parlicules identique ^ celul decrit par FINER (1992). 

Les cellules cibles sont des cellules indiff^rencides en divisions 
30 rapides ayant consen^e une aptitude a la regeneration de plantes 
entieres. Ce type de cellules compose le cal embryogSne (dit de type II) 
de ma'fs. Ces cals sont obtenus d partir d'embryons immatures de 
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g6notype Hill selon la methode et sur les milieux decrits par 
ARMSTRONG (1994). Des fragments de tels cals d'une surface de 10 ^ 
.20 mm^ ont 6td disposes. 4 h avant bombardement, d raison de 16 
fragiinenis par boTte au centre d'une bolte de P§tri contenant un nriilieu de 

s culture Jdentique aii milieu d'inltiatloh, addltionnd de 0,2M de manhitol + ' 
0,2 M de sorbitdiT Les plasmides decrits dans les exemples prteddents et 
portent les gdnes d introduire, sont purifies sur colonne Qiagen'^en 
suivant ies instructions du fabricant. lis sont ensuite pr§ciplt§s sur des 
particules de tungst§ne (i\410) en suivant le protocole ddcrK par KLEIN 

10 (1987). Les particules ainsi enrobdes sont projet^es vers les cellules 
clbtes §1 i'aide du canon et selon le protocole d^crit par J. FINER (1992). 
Les boltes de cats ainsi bombarddes sont ensuite scelliges k I'aide de 
Scellofrais'^ puis cultivges k I'obscurltS gi 27*'C. Le preniier repiquage a 
lieu 24 h apr§s, puis tous les quinze jours pendant 3 mols sur milieu 

15 identique au milieu d'initiation additionn6 d'un agent s§lectif. On obtient 
aprds 3 mols ou parfois plus t6t, des cals dont la croissance n*est pas. 
inhibee par Tagent selectif, habituellement et majoritairement composes 
de cellules resultant de la division d'une cellule ayant integre dans son 
patrimolne g6n6tique une ou plusieurs copies du gSne de selection. La 

20 frequence d'obtention de tels cals est d'environ 0,8 cal par botte 
bombardee, 

Ces cals sont identifies, Individualists, multiplies puis cu!tiv6s 
de fa^on a reg6n6rer des plantules, en modifiant l'6quilibre hormonal et 
osmotique des cellules selon la m§thode decrite par VAIN et .al, (1989). 
25 : Ces plantes sont ensuite acclimat§es eh senre oCi elles peuveht §tre 
croistes pour I'obtention d'hybrldes ou autofeconddes. 
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5.2 Transformation par Aarobacterium 

Une autre technique de transfomiation utilisable dans le cadre 
de rinvention utilise Agrobacterium tumefadens, selon le protocole d6crlt . 

5 ; par ISHIDA et al. (1996), notamment ^ partir d'embryons immatures de 
10 jours apr6s la fecondation. Tous les milieux utilises soht r6ferenc6s 
dans la r^f^rence cit6e. La transformation debute avec une phase de co- 
culture ou les embryons immatures des plantes de maYs sont mis en 
contact pendant au moins 5 min avec Agrobacterium tumefaclens LBA 

10 4404 contenant les vecteurs superbinaires. Le plasmide superbinaire est 
le rSsuttat d'une recombinalson homologue entre un vecteur 
interm^dlaire porteur de I'ADN-T contenant le gdne d'intdret et/ou le 
marqueur de selection d6rlv6 des plasmides d6crlts dans les exemples 
pr6c6dents, et le vecteur pSBI de Japan. Tobacco (EP 672 752) qui 

15 contient: les g^nes virB et virG du plasmide pTIBo542 present dans la 
spuche siipervirulente A281 d'Agrobacteriurn tumefaclens (ATCC. 37349) 
et une region homologue retrouv6e dans te vecteur interm§diaire 
penmettant cette recombinalson homologue. Les embiyons sont ensuite 
places sur milieu LSAs pendant 3 jours d I'obscuritd et d TS^'C. Une 

20 premiere selection est effectu6e sur les cals transfomi6s: les cats 
embryogdnes sont transferee sur milieu LSD5 contenant de la 
phosphinotricine a 5 mg/i et de la cefotaxime ^ 250 mg/l (elimination ou 
limitation de ia contamination par Agrobacterium tumefacieris). Cette 
etape est men6e 2 semaines robscurite et S 25X. La deuxi6me etape 

25 de selection est reaiisee par transfert des embryons qui se sont 
developpes sur milieu LSD5, sur milieu LSD10 (phosphinotricine e 10 
mg/l) en presence de cefotaxime, pendant 3 semaines dans les memes 
conditions que precedemment. La troisieme etape de selection consiste 
^ exciser les cals de type I qui restent blancs (fragments de 1 S 2 mm) et 

30 k les transferer 3 semaines a I'obscurlte et a 25''C sur milieu LSD 10 en 
presence de cefotaxime. 



wo 02/36788 



95 



PCT/FROl/03439 



La regeneration des ptantules est effectuee en excisant les cals 
de type I qui ont prolif6r6 et en les transf6rant sur milieu LSZ en 
presence de phospliinotricine a 5 mg/l et de cefotaxime pendant 2 
semaines § 22*C et sous lumi6re continue. 
5 Les plantes ayant r§genere sont transferees sur milieu RM + G2 

contenant 100 mg/l d'Augmentin pendant 2 semaines k TZ'C et sous 
Illumination continue pour retape de developpement. Les plantes 
obtenues sont alors transferees au phytotron en vue de leur 
acciimatation. 

10 

EXEMPLE 4 - Test de ractivlte du promoteur DDI-b 

Pour tester i'activite de la construction L 247a contenant le gdne 
rapporteur Gus sous contrSle du promoteur DD1-b, ce plasmide a ete co- 
is . transforme dans des protoplastes de tabac selon la technique du PEG 
(Pietrzak et at. 1986), ' avec un plasmide contenant le facteur de 
transcription ZmIVIRP-1 en aval d'un promoteur constitutif (G0I\/1EZ et al., 
1999 et GOMEZ et al., 2000), Une forte actlvlte Gus a ete observ6e 
indiquant que le promoteur contenait tous les elements n6cessaires pour 
20 §tre reconnus par ce facteur de transcription speclfique de la base du 
grain de maTs. 
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TABLEAU 14 
Sequences de IMnvention 



SEQIDN' 


1 


acide nucl6ique genomique du gSne DD1-a 


2 


acide nucl§ique gSnomique du g^ne DD1-b 


3 


acide nuddlque r^ulateur du g§ne DD1-a 


4 


acide nudSique r^gulateur du gdne DDI-b 


5 


region codante du gdne DD1-a 


. 6 


r§gion codante du gdne DD1-b 


7 


ADNc du gdne DDI -a 


8 


ADNcdug6neDD1-b 


9 


polypeptide cod6 par DD1-a 


10 


famille de polypeptides codes par DDI-b 


1.1 


polypeptide variant DDI-b 


12 


polypeptide variant DD1-b 


13-25, 27-28 


amorces 


30-32 




26et29 


sondes 



5 
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REVENDICATIONS 

1, Aclde nucleique comprenant un polynucleotide possedant au 
moins 80% d'identit© en nuci6otides avec une sequence nucl6otidique . 

5 choisle parnii les sequences SEQ ID N^'l et .SEQ ID N''2, ou avec un 
fragment de.cette sequence nuci^oticlique, ou un aclde nucleique de 
sequence compl6mentaire. 

2. Acide nuciSique selon la revendication 1 comprenant un 
10 polynucleotide poss6dant au moins 80% d'idenUtd en nucleotides avec la 

sequence nuclSotidique SEQ ID n^'S, ou avec un fragment de cette 
sequence nucidotidique, ou un adde nucl6ique de sequence 
compl^mentalre. 

15 3.. Acide nudeique selon la revendication 1 comprenant un 

polynudeblide r^gulateur de Texpression d'une sequence nucleotidigue . 
d'intergt chez une plante, ledit polynucleotide rSguiateur comprenant un 
polynucleotide poss§dant au moins 80% d'idenfrt§ en nucleotides avec la 
sequence nudSotidique SEQ ID N"" 3. ou avec un fragment de cette 

20 sequence nudeotidlque, ou un acide nucleique de sequence 
complementaire. 

4. Adde nucleique selon la revendication 1 comprenant un 
polynucleotide r6gulateur de Texpression d'une sequence nucleotidique 
25 d'}nt§r§t chez une plante, ledIt polynucleotide r6gulateur comprenant un 
polynud6otide poss6dant au moins 80% d'identite en nucleotides avec la 
sequence nudeotidlque SEQ ID N** 4, ou avec un fragment de cette 
sequence nucleotidique, ou un acide nudeique de sequence 
compiementaire. 
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5. Acide nucl6ique selon Tune des revendications 3 et 4, 
caract^ris^ en ce qu*il comprend une sequence nucl^otidique d'interdt 
plac§e sous ie contr6le du polynucleotide r^gulateur. 

5* " " 

6. Acide nucldique selon la revendication 1 oomprenant un 
polynucleotide possSdant au moins 80% d'identite en nucleotides avec la 
sequence nucieotidique SEQ ID N"* 5, ou avec un fragment de cette 
sequence nucieotidique, ou un acide nucieique de sequence 

-10- compiementaire. 

7. Acide nucieique selon la revendication 6, caracterise en ce 
qu'il code pour un polypeptide possedant au moins 80% didentite en 
acldes amines avec la sequence SEQ ID N^d. 

15 

* \ 8. Adde nucieique s^lon la revendication 7 comprenant un 
polynucleotide possedant au moins 80% d'identite en nucleotides avec la 
sequence nucl6otidlque SEQ ID N** 7, ou avec un fragment de cette , 
sequence nucieotidique, ou un acide nucieique de sequence 
20 compiementaire. 

9. Acide nucieique selon la revendication 1 comprenant un 
polynucleotide poss6dant au moins 80% d'identite en nucleotides avec la 
sequence nucieotidique SEQ ID N*" 6, ou avec un fragment de cette 

25 sequence nucieotidique, ou un acide nucieique de sequence 
compiementaire. 

10. Acide nudeique selon la revendication 8, caracterise en ce 
'il code pour un polypeptide possedant au moins 80% d'identite en 

30 acldes amines avec ia sequence SEQ ID N"" 10. 
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11 Adde nuclSique selon la revendication 8, caractSrisd en ce 
qu'il code pour un polypeptide poss6dant au moins 80% didentite en 
acides amines avec la sequence SEQ ID N** 1 1. 

12. Acide nucleique selon la revendication 8, caract(§ris6 en ce 
qu'il code pour un polypeptide poss6dant au molns 80% d'ldentit6 en 
acides amines avec la sequence SEQ ID N"" 12. 

10 13. Acide nucl6ique caract6rise en ce qu'll comprend au moins • 

12 nucleotides consdcutifs d'un acide nucleique selon Tune quelconque 
des reivendicatiohs l a 12, ou un acide nucl§ique de sequence ' 
oompl^mentaire. 

15 . . . 

.14. Acide nud^ique Selon ia. revendication 13rCaract§risd en ce 
quil est choisi parmi les sequences SEQ ID NM3 d 17 et 20 d 32. 

15. Acide nucleique selon Tune quelconque des revendications 
20 13 et 14, caract6ris6 en ce quil est marqu6 par une molecule detectable. 

16. Vecteur recombinant de cionage et/ou d'expression 
comprenant un acide nuci§lque selon Tune quelconque .des 
revendications 1 a 15. . / 

25 ' 

17. Vecteur recombinant pour Pexpresslon d'un polynucleotide 
d'int6r§t dans la zone de transfert d*un grain de vegetal en 
developpement comprenant : 

a) un acide nucieique selon Tune des revendications 3 et 4 ; et 
30 b) un polynucleotide d'inter§t place sous ie contrdle de racide 

nudeique defini en a). 



BNSOOCJO: <WO_0238788A?,L> 
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16. Vecteur recombinant d'expression comprenant : 

a) un acide rggulateur de j'expression d'un polynud§ptide . 
5 dint6r§t dans un organisme hdte dStennind ; et 

b) un polynucleotide dlnt^rSt constitud d'un acide nucl6ique 
selon I'une des revendications 1 et 6 d 12, 

le polynucleotide d'inter§t defini en b) etant place sous le contr6le de. 
Taclde nudeique regulateur deflnl en a). 

19. Vecteur recombinant selon la revendication 17, caracterise 
en ce qu'il s'agit du vecteur contenu dans la souche Escherichia coli 
deposee e la CNCM le 4 Octobre 2000 sous le Numero d'accds 1-2567, 

15 20. Vecteur recombinant selon la revendication . 17, caracteris6 

en ce quil s'agit du vecteur contenu dans la souche. Escheric/j/a coli 
deposee a la CNCM le 4 Octobre 2000 sous le NumSro d'acces N2568. 

21. Cellule h6te transfonnee par un acide nucleique selon Tune 
20 quelconques des revendications 1 a 15 ou par un vecteur recombinant 

selon Tune des revendications 17 a 20. 

22. Cellule h6te recomblnante selon la revendication .21 
caracterisee en ce qu'elle est d'origine bacterlenne ou vegetale. 

25' ' ■ ' ' ' ■ • ' * • 

23. Cellule hfite selon la revendication 21, caracterisee en en ce 
qu'il s'agit d'une cellule de la souche de Escherichia coii deposes a la 
CNCM le 4 Octobre 2000 sous le Numero d'acces 1-2567 
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24. Cellule hdte selon la revendication 21, caract^risSe en en ce 
qu'll s'agit d'une cellule de la souche de Escherichia coli deposee la 
CNCM le 4 Octobre 2000 sous le Numero d'accds 1-2568 

5 25. Cellule hdte selon la revendication 21, caractdris^e en ce 

qu'il s'agit d'une cellule de plante. 

26. Plante transfbrmde par un acide nucl^ique selon Tune des 
revendlcations 1 ^ 14 ou par un vecteur recombinant selon I'.une des 

10 revendlcations 16 ^ 20. 

27. Proc^6 d'obtention d'une plante transg^nique caractSris6 - 
en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) obtentlon d'une cellule hdte recombinante v6g§tale selon 
15 Tune des revendlcations 21 et 24; 

. b) R6g6n^ratlon d'une plante entidre d.partir de.la cellule hfite. • .. 
recombinante obtenue.d Tdtape a) ; 

c) Selection des plantes obtenues d TStape b) ayant integr§ un 
acide. nuciSique selon Tune des revendicatlons 1 d 14. 

28. ProcSde d'obtention d'une plante transgenique caractSrise . . 
en ce qu'il comprend les 6tapes sulvar\tes : 

a) Obtentlon d'une cellule h6te recombinante 6'Agrobacteilum 
tumefaciens selon la revendication 22 ; 
25 bj Transformation d'une plante d'interSt par infection avec la 

cellule h6te recombinante obtenue ^ TStape a) ; 

c) Selection des plantes ayant integre dans leur genome un 
acide nucl6ique selon Tune des revendlcations 1 a 14. 

30 29. Proc6d6 d'obtention d'une plante. transgenique caractdrisS 

en ce qu'il comporte les Stapes suivantes ; 
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a) transfecter une cellule de plante avec un acide nuclSique 
selon I'une des revendicatlons 1 d 14 ou avec un vecteur redombinant 
selon Tune des revendicatlons 16 d 20 ; 

b) r6g6n6rer une plante enti^re k partir des cellules de plante. 
5 recombinantes pbtenues d rstape a) ; 

c) s6lectlonner des plantes ayant int6gr§ dans Jeur genome un 
aclde nucl6ique selon Tune des revendicatlons 1 d 14. 

30. Proc§d6 d'obtention d'une plante transgSnique selon I'une 
10 des revendicatlons 27 ^ 29, caract§ris6 en ce qu'ii comporte en outre les 

dtapes de : 

d) croisement entre elles de deux plantes transgeniques teiles 
qu'obtenues ^ T^tape c) ; 

■ • . e) selection des plantes homozygotes pour le transg6ne, 
15 . 

31. Prqc§d6 d'obtentlon d'une plante transg6nlque selon Tune 
des revendicatlons 27 d 29, caracteris6 en ce qu'il comporte en outre les 
6tapesde: 

f) croisement d'une plante transg^nique obtenue .d.l '^tape c> 
20 avec une plante de la mdme esp6ce ; 

g) selection des plantes issues du croisement de I'etape d) 
ayant conserve le transg§ne. 

32. Plante transgSnjque, telle qu'obtenue selon le proc6d6 selon 
25 Tune des revendicatlons 27 & 31. 

33. Semence d'une plante transg^nique selon la revendication 

32. 

30 34. Polypeptide cod6 par un acide nucl6ique selon i'une des 

revendicatlons 1 gi 3 et 15 d 30. 
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35. Polypeptide comprenant la sequence d'acides amln6s SEQ 
ID N^'Q ou polypeptide poss6dant au molns 80% didentlte en acldes 
amines avec la sequence SEQ ID N^'Q, ou uri fragment ou un variant de 

5 celul-ci. 

36. Polypeptide comprenant la sequence d'addes amines SEQ 
ID N^'IO ou polypeptide poss^dant au moins 80% d'identit6 en acldes 
amines avec la sequence SEQ ID N^'IO ou un fragment ou un variant de 

10 • celui-cK • • 

37. Poly(jeptide comprenant la sequence d'actdes aminds SEQ 
ID N^'ll ou polypeptide poss^dant au moins 80% d'identitS en acides 
amines avec la sequence SEQ ID N^'l 1 ou un fragment de celul-cl. 

15 . . 

38. Polypeptide comprenant la sequence d'addes amines SEQ 
ID N''12 ou polypeptide poss^ant au moins 80% d'identitS en addes 
amines avec la sequence SEQ ID N''12 ou un fragment de celui-cL 

20 39. Antlcorps dIrigS contra un polypeptide salon Tune des 

. revendications 35 ^ 38. 

40. Proced6 pour d§tecter la pr6sence d'un polypeptide selon 
Tune des revendications 35 ^ 38 dans un ^chantillon comprenant les 
25 etapesde: 

a) mise en contact de r^chantillon avec un antlcorps selon la 
revendlcation 39 ; 

b) detection du complexe antig^ne/anticorps fomnS 
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42. Utilisation d'un acide nucl6ique selon Tune des 
revendications 2^5 pour Tobtention d'une plante transformee d quality 
agronomique, alimentaire ou industrielle amSliorSe. 

5 41. N§cessaire ou kit pour la detection d'un polypeptide selon 

Tune des revendications 35 d 38 dans un §chanfllion, comprenant : 

a) un anticorps selon la revendication 39 ; 

b) le cas §cli§ant, un ou plusieurs rSactifs n6cessaires d la 
detection du compiexe antigdne/anticorps formd. 

10 42. Utilisation d'un adde nuclSique selon I'une des 

revendications 2^5 pour I'obtention d'une plante transfomn6e ^ quality 
agronomique, alimentaire ou industrielle amSlioree. 
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ACCATCCTTACAAAATCCTACACCATeTOTeCCTTGTOCTATTOATAmcncnCTTQCAAATCnGAAACTACAATATCAATCCAT^^ 

1 -I ' 'I I I !■<■■ I I too 

TGOTAGQAATGnTTACGATOTGCTACACACeOAACACCATAACrATAAACAACAAGAACGTTTAQAACTnGATGnATAenAOGTAQTATCAfiTAAB 



DD1-a(flXon1) 



AAGTATBAGAGTTTTATCCCAeAATATGAGCTCTTCATTCACCAnGCTGATCCAATAAOAATTQACGCATCAACTQAATCAAACCTTQTAOAACATeTG 

I I ' ...» I * . ( t i ) ... I I I 200 

TTCATACTCTCAAAATAGGOTCTTATACrCGAQAAGTAAGTGGTAACGACTA&GtTATTCTTAACTCCGTAGTTGACTTAGTnOOAACATCTTGTACAC 



DDl-e(eiCDn1) • 



ABTTCCATmATTAQTATTQCACTATTACTCTAnABTATCAGCACTACATCAATTTGTTATGOAnQAATTTemTGCACTACATCATeQCTACTTT 
TCAAGGTAAAATAATCATAACGTGATAAT&ACATAATCATAGTCQTGATGTACTTAAApAArACCTAACnAAACAATACGTGATGTAGTACCOATQAA^ 

TTGCGTmmGAAGTCTTATGTTCCATAACGATnCTAGnACTnACAATAnAATBSAAGAGGmAAATTATATGnACTTTTABTTTGTAGTTC 
I ■ » | .i.. f ...i. I ■ t I !■ .. .I ■ I i. ■ I .. I . ■ ■! | . 1(00 

AACGCAAAAAAACTTCAGAATACAAGGTATTGCTAAAGATCAATCAAATGTTATAATTACCTTCTCCAABTnAATATACAATGAAAATC^ 



CATAGCATTGCTTCAGAA6TT6A3lATAGTACTTTGTGTAGTnTTTTAGABAeeAACTTTT0TGCTTCCAAACTflTTTmATCAGTCCAm^ • 

1 - t ■ ! I.. — h P. 1 — \ I ■ • . I 600 

QTATCQTAACCAAGTCTTCAACTnATCATGAAAUCATCAAAAAAATCTCTCCTTGAAAACiMinAAGGmGACAAJ^ACATAeTCAGG^ 

TATAATCATTASAAATTGGTGATCATGCAAAATCTATmAGCCATGTTTCGGATGGAAAAATAACCTGAAGCATCGAGCTAGATTGGCTGGTAGTTCAG 

■ I I "I ■ . 1 . ■! I 1 .. M1 ..,1 |i I, ..| ^ 

ATAmBTAATCTTTAACCACTAGTACGnmGATAAAfiTCGGTACAAAGCCTACCmnATTGGACnCGTAGCTCeAmAAC^^^^ 

TCCAAATTCCCAACTTATTCATGTGGAATGTGCAAATTTGGGCTATCAAACAGGCCATAACGTCCAAnCACAACnTnGTCTACAATmAAAAATTC 

I' < I I ■ — H I — I 1 t I I I . 1 1 . ■ 700 

AGGTTTAAGGGTTGAATAAGTACACCTTACACCTTTAAACCCGATACTTTBTCCGGTATTGCACGTTAAGTGTTfiAAAAACAGATQTTAAAAmTTAAG 



FIGURE 1 
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I ■ I ■ i i. ■■ . 1 . i | . . ■ ■ I., i i I I ., . 1 1 ... I I aoo 

TATCnQAACCTACATQrAnTeTCeCTATCCCAACAQTmAACATTiUSTTOTCACGAATTTCCACCGGABKAAUCACCAACGACTm 

ATTATTAQGTCATGGCAGTAGTATCTTGAATACAACAGTGTGTACAAAGTBTGTTGTTTTCTCGCATCASTGTGTATGATCATAAAGAGTATGCTATTTT 

I ' 1 ' I " \ < I i I' i ' t ' ' " I 800 

TAATAATCCAGTACCCTCATCATAQAACnATCTTfiTCACACATGnTCACACAACAAAAOAGCQTAGTCACACATACTASTATnCTCATACeATAAAA 

fiTCAUBTATBCAACATATACACCABACAGCCCCCCTCCTmeCATATACAQCTGeCATfiSCAACTATAQATeTTTATACTCACCAACATATA^ 

t -I ■ ! ■ I I " I ■ — I 1 ." '- t I ■■■ | .... | . .. | 1000 

CA0TCTC ATACGTTCTATATCTCBTCT6TCeC60g6ACC«CACCTATATGTCCACCGTACCCTT0ATATCTACAAATATCA0TGBTTCTATATTTCTCB 

I DP1-fl(exon2) •■ . 



s 



C6ACAA6TAACTCCTGCAATAATATBC6TGTCCAAT66CAACCTT6ACCAfiA6TGATGACnAAATCATATACAA6CC6eATGCGTGGTA66TCTATATA 

I I I I i I - M l.. — I 1100 

CmnCATTCACGAC6TTA;[TATACCCACAGGnACCGTTl%AACTGQTCTCACTACTCAAmACTATATenCfi6CCTACCCACCAK^ 



DD1«a(G>ttin2) . • ' ^ 



TATAGTATQCAATTG&ATTTATAATTACAAAKGACTTCATAACTTCCCTTTTCTCCATAGenGATCCATCCABCTATGQAGACAGCAAGACACACTTTT 

■I \ I ' ' H H 1 1 I ' \ ' ■ ! 1- 1200 




TT6TATACTGeACGGTATGAAATCAAABCT£GncnCTTTACCCCCAAATATATGTATTCABATAAGCATTTrrncCA7TTTBTTTTCCASGCTGATB 

I I i ' ' I " 'I — t ■■- 1 I ■ ■ > 1 1 ■ ■ . I 1300 

AACATATGACCTGCCATACTTTAGmCGACCAAGAAGAAATBGGG&mATATACATAAGTCTATTCGTAAAAAAAGGTAAAACAAAACGTCCGAC^ 



FIGURE 1 t'Stilte 1} 
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6ATACAAATCCACTGGATGCTTTAACCTQQACTQTAAT66TTTTGTACCTGTG6ATQAT6CTCCTATCACACCA6GAGATACnTA6AACCAGAAAAT66 

I t ' 1 I I I ■ ' 1 ■ ■ I- ■ ■ ! i ' ■ I . M 1 1 . 1 .. .. I ■ ■ ■ , t llJOO. 

CTATQTTrAGOTQACCTACOAAATTOGACCTOACATTACCAAAACATGGACACCTACTACOABQATAQTBTBOTCCTCTATOAAATCTTGOTCmTACC 

DDVa(exon4) ; 



1 



CCAATCTAAAATATCATTCAAGATATTTAACQTAATQCCAATAGTATGTCAAAACTAGTCTCCACACTATTACATCGCCCATCTCCTTACCTCTTATGTT 

■ 1 ' ■ I i 1 1 . . ■ 1 1 ■ ■ , 1 I I I , . I 1, 1 , , , I .,,>,, I I 1SO0 

BGnAfiArnTATACTAAGTTCTATAAATTCCATTACGGTTATCATACACmTGATCACAGBTGTGATAATCTACCCGGTAQACeAATGeAGAATACAA 



TTCTCCCTTAATAAneTTACATeCTTATTCTTAfiCTCfiAfiCACAACTATCCGTTTCATTGCTAAACTAAfiATTTTGTCTACAACeTTTACTA^ 

■ ■» ■ ■ ! » ■ ' I > l I I" - I ■ ■ i " I I I J I I I. 1600 

AAGAGGGAATTATTAACAATCtACGAATAABAATCGAGCTCGTCnGATABQCAAAGTAACGATTTBATTqTAAAACAGATGTTGCAAATCATeAA^^^ 

CTTCTCmTnGAAAAAAQATTGTAAAACAAATATACTTTTTAASGGAATGTGCAAAACATAAATTATAACGTGAAATTAGGAmGAeCGGCAAAGAG 
I" "t I . . t .. ■ M . .. ■ I t ■ . . . 1 . , .. | I I \ . ■ , | ^700 

BAAeAGAAAAAACinnTCTAACATmBTTTATATGAAAAAnCCCTTACACOTmeTAT-TTAATAnGCACTTTAATCCTAATCTCCCCBTTTCTC 



i 



6AAATGGAGAATGACAT66CAACATATGA6ATAT6ATA6A6TAGAGAGTAAAAT6nATACTTTTTC6QTT6AT6TTCATAAA6AGAAATTTGTCTAATC 

— .^.H 1 I I — I I i I' " i I I 1800 

CTTTACCTCnACTGTACCGTTBTATACTCTATACTATCTCATCTCTCATmACAATATGAAmGCCAACTACAABTATTTCTCmAAAU^ 

AAmOGCAAAATACCATATAAAAAGATATGTGCAGCATCATTmTmTTeTCTGCAACGTACnAACCGAATAAAATTCGACCTGTCTTGeC 

| . ■ > 1 ' ■ ' ■ t i 1 I ... .1 .... I 1 , n . \ i | . )goo 

TTAAACCBTTTTATGGTATATTTTTCTATACACBTCOTAGTAAAAGAAATAACABACBTTGCATGAAneGCnATTTTAAGCTGGACAGAACCBGrrCC 



FIGURE 1 (Suite 2) 
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\- ... ■ ^- ^ 

TTTETTTTTTCCTCATCCAAfiTCTAflAKCGATACTCATTTGGACTAAOACATAATTTTTACCACCCACCCAmnfiCATTAAAAGA^^ACAAATCATAG 

- " 1 ■ ' ■ » ■ ' ■'■ 1. h I I ■ I .. | ...,>»'>^» 2000 

AAACAAAAAAe6AGTAG6TTCA6ATCTA6QCTATCAGTAAACCTGATTCTCTATTAAAAATCCTQGGTC6GTAAAAACGTAATTTTCTTT6TnACTArC 



i i 

TTGATAATTAGGAGGGCCCGnTTTTTTCOAGCTCCGCCTTOTTGCTTACATCTGATAGOGCAAAAATTGATCAACTnATTTCCACTAATCATAAATTC 

I |M .. | ....| I I I ... I .■!> f ' "I""! ' ■> i .-i.| 2100 

AACTATTAATCCTCCC666CAAAAAAAA6C7CQAG&CG6AACAACQAATGTA6ACTATCCCGTTTTTAACTAGnCAAATAAAGGTQATTA67ATnAA6 



i , i 

A6TCCCATG666GCAAAG6T6A6AAAr6ACATAATAGGTAAAATT7CCT6TT6CCTTCAACGCATATATTTTCTA6A6nAGCTTT6G6AT8A6fiTTTrT 

> ■ \ I I- \ ' I. ' ■ I . . I" 1 I t 2200 • 

TCASGBTACCCCCGTTTCCACTqTTtACTGTATTATCCATTTTAAAGGACAACGGAAGTTGCGTATATAAAAGATCTCAATCBAAACCCTACTCCAAAAA . • . 



TTTTCTCGAAAGCGCATCAGAGGTGCGCATCATTATATTAAGAAABCAAAAC-rCCAAAGTGGACCGAATTACAACACCAAGACCAAACCCTCAAGCCTCC 

■ ■ ■ i I - ■ ■ ■ ! | ....t I ■! i.-i i ... n .>..| I I 2800 

AAAACA6CTTTCl^GTACTCTCCACGC6TA6TAATATAATTCTnCCTmCAG6nTCACCTGGCnAAT6n6TGBTTCT66mGG6A6TTC^ 



i 

CCCACAAGGGGAAGCCTGACGGGCCCTACTAGACCCTATTTAAAGCQACAATAATTCCCAAAtTGTCTAAATGCTTCGCTTCCGCCTTACTCCAACTAAT 

M l t I . r i. I I I , I ■ ■ ■ | . ■ .1 , 1 i ■ ■ ..I ■ ■ . ■ ! M , I \ t 1* 2400 

6GGT6TTCCCCTTC6GACT6CCCG6aATQATCT6G6ATAAATTTC6CT6TTATTAAGBGTTTGACAGATTTACfiAAGCQAAGGCG6AATGA66TTGATTA 



PICHJRE l . < Suite 3) 
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CAACTCATCTA6AAACAATCTCTTTGTCAAATTAATG6AAG66CTCACTCCATCAAAAACAGCCCTATTACGAGA6ACCCACAAeACCACATAArAArCA 

1 ■! I I". ' I I I 2500 

GTTQAGTAaATCrTTOnAfiASAAACAGTTTAATTACCrTCCCGAGTGABGTAGrnnGTCSGOATAATGCrcrCTCfiGTCnCTCGTfiTATTATrAGT 



ATGGTGGCGAATCATAeCTATCGTTGGTCTCGTATCCGTATTAACGATATGTATTATCTCCTAGaCAATGATATATCCATTTGAAAACTATTTCOTAQA 

' " I' ■ - I I -I ■ I '< I I ■ "I ■ ■ i l I I I t 8600 

TACCACCeCTTAGTATC6ATAQCAACCA6A6CATA66CATAATT6CTATACATAATA6A66ATCQA&TTACTATATA66TAAACTTTT8ATAAAGCATCT 

. , , — c 

ATAAAGATGATGGAGATTGdTGBCTACACTTTGGATATGACATAAACAACCTGAAACCCGTTGGATTTTGGAAGAAAAGCATATTTACCAACTTGCAGGA 

' I I t i ' . I 1 ' I I I I 2700 

TAmCTACTACCTCTAACCACCGATGTBAAACCTATACTGTAnTBTTCGACTTTGOCCAACCTAAAACCTTCTmceTATAAATeGTTGAACGTCCT 
; ; DD1-« {man S) 

■ i ; ■ ■ i 

TCAT6CTGQATTCATAACCTQGGGTGGTTATACTAGTTQTCCCAAT6QAAAT6CAA6TCCTCCCATGGGCAATGGGCAATCGCCTG6AAAAAACTCAGCA 

I I I I ■ " i ' ■ » I I ■ > I I - * I " { 2800 

. AfirACQACCTAAGTATrGqACCCCACCAATATQATCAACAGGGnACCnTACGTTCACGAGCCTACCttTTACCCBTrACCCCACCTTTnTC^^ 

.-. . • ' ' • •. PP1-ft<»DnB) • • ^ •■ 



AGTGTTCGAAATenCAAnTGneAmrAGTGGCCAGCGATATGCAGTACCTRICTKGCCTCTTCCTGTCm^^ 

I I I I 1 \ ■ •" ' I *l I . . 1 . ■ ■ I I 2000 

TCACAAGCTTTACAAGTTAAACAACTAAGATCACCGGTCCCTATACCTCATCGAYHAACCCCACAAOCACAGAAACGTTCGTTGTGCTnACCATGGTTC 

^ DD1^ (exon 6) . 

CTABCACCTTTTTTCATACCATGfTCTACTACBGGCCTCCAGGCGGCTeCACTGACTAGCAACCTTCAACATTTGAGGCACCCATATAGCTTCTCTGATG 

■ ■ « I ■ ■ i ■ ■ ■ ■ ■ ■ ' ir- I ■ n ■ I i ■ ■ I t — I i 3000 

GATCGTGOAAAAAACTATCGTACAAGATGATGCCCCCAGQTCCGCCGACBTGACTGATCGTTGGAAGTTGTAAACTCCGTGGGTATATCGAAGA&ACTAC 

DD1-a(BXPnS) 

AAATAAAGAGGTTGGTCAAOGATATATAGCTTATCACCAGTCTTTTCCCCCGATAACCnectTGTATCATCCTCTATTCAAATATAATa&CTGTCATAT 

1 I I - ■ f " I I I- I " I 3100 

mATnCTCCAACCAQTTCCTATATAKGAATAGT66TCA8AAAAGGG66CTATTG6AAC0AACATAGTAGGA6ATAAGmATATU^ 



• • DD1'«(ffwn6) 

■■■ V ■ " 

ACCTCTAAGTGTnGGCTCGCCATATGTAACAnATCAGATTGCAGAGA 

>■ ! ■■ I I" I I ^3199 

TGGACATTCACAAACCGAGCGGTATACATTGTAATAGTCTAACGTCTCT 

« ZVTR ■■——-if 



D01-a (BKon B) 



FIGURB 1 (Suite 4) 
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ACCATCCTTACAAAATGACACACGATGTGTCCCTTCTCCTATTCCTAmBTTOTTCTTBCAAATCTTCAAACTACAATATCAATCCATCATACTCATCC 

I I' " ■ r I i ...i f ... i In I I too 

TCOTAQQAATGTTrTACTQTaTGCTACACACeGAACACGATAACeATAAACAACAAGAACenTAGAACTTTQATOTTATAQTTAGeTAGTATCAGTAGG 



DD1-t(03«in1) 



AAGTATGAOAflTTTTATCCCeQAATATQAQCTCTTCATTCACCABTGCTQATCCAOTAAeAARSACGCATCAACTGAATCAAACCTTCTACAAAATGTC 

!■ ■ ' ■ I i ■ . h . ■« I I t I I " " I ■ ■ ■! ■ I ■■ I . ■ ■ . 1 1.200 

nCATACTCTCAAAATAGGQCCTTATACTCQAGAAGTAAGTGGTCACGACTASGTCATTCTTAACTCCGTAGnGACTTAmrQGAACATGTTTTACAC 



DP1-b(«mn1) 



i 



AGTTCCATmATTAGTATTAUCTATTAmTAnAGTATCAACACTACATGeATncnATCGAnCAAmGTTATGCACTACATACCATGGCTACT 

' "1 I "I I I I — L ' f I I I 300 

TCAAGGTAAAATAATCATAATBTGATAATAACATAATCATAGTTerCATGTACCTAAACAATACCTAACTTAAACAATACfi^^ 

TTTTGCGTATTTmTTGAASTCTTATGTTCCATATATAATGATTTCTAQTTAaTTACAATGGTAATGGAGAAQABSnCAAATTATATQTTACTTTTA 

■ I I I ' i ' - 1 I . ■ ■ ■ n . , \ I ■ . . . I . ■ ■ . I i ■ . . ■ I ■ . . I 400 

AAAACGCATAAAAAAAACTTCAGAATACAAGGTATATATTACTAAAGATCAATGAAATGnACCATTACCTCTKTCCAACmAATATACAATGAA^ 



GTnGTAGTTCCATAGCATTGSnCAGAAGnGAAATAGTGCTnGTBTAGmnGGAACTTTTBTGnTCCAAATTGTTTTGAATCAGTCCGTQTACA 

!■ " ' I ' I i ' I M i| I I I 500 

CAAACATCAAGBTATCGTAACCAABTCTTCAACTTTATCACGAAACACATCAAAAACCnGAAAACACAAAGGnTAACAAAACnABTCAGOC^ 



FIGURE 2 
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TTAATATATAArCATTAGAMTCeTGATCATGCAAAATCTATTTCAGCTAT6TrrGG6ATGGAA^ATAACCTeAACCATCCA6ATTCCACTA&ATT6e6T 

\ .i ■■ I I (■ GOO 

AAnATATATTAGTAATCTmCCACTAGTACGTmAGATAAAQTCQATACAAACCCTACCrmATTGBACnCGTAGGTCTAAGGTBATCTAACCCA 

GGTAGtTCABTCCAAATTCCCAACTTAnCATGTGGAAATTTGGGCTCTCAAACAOBCCATMTGTBCAATTCATAACTTTTTATCTACAATTTTAAATA 

' ■ ■ ■ 1 ■ ■ I ■ 1 1 I ■ i ■ ■ I M . I I i ■ ■ . M I ■ I ■ I II I ■ ■ . 1 1 ■ I I I 700 

CCATCAAGTCA66TTTAA6G6TTQAATAAGTACACCTTTAAACCCGA6AQTTTQTCCS6TATTACACQnAAGTAn6AAAAATAGAT6TTAAAAmAT 

TTCATT0AATTTGGATCTACATAAACAACGA1ATGCTTCTCAAAGTTSTAATCAACACTGCTAAAAGGTGGCCTCCTTTTTGTGCCT6CTTAGAACATGT 

> i r ,. M ..>... i I t J . I ..^ ■ . I ...I.... ! 800 

AAeTAACTTAAACCTACATGTATTTGTTCCTATACCAACAGTTTCAACATTAGTTGTGACBAmTCM^^ 

GAGATTATTAGGTCATGBCAeTAATATCnAATGCnGAATAGAATAGTGTfiTAAACTACAM^CTATAGTTmTCG^ 

I I' I I | ,... | .... | ..ii i .i M | ■■■ii... | .., I .I i| fioo 

CTCTAATAATCCAGTACCGTCAmTAGAATTACGAACTTATCTTATCACACATTTBATfiTnCAGATATCAAAAGAGCATAGTATC^ 

AAAGAGTATCCTAmTGCCACAGTATGCAAGATATACAGCAGACAGCCCCCCTGCTGGTGGATATACAGGTGGCATGGCAACTATAGATGTTTACAGTC 

H 1 I I I I... I 1- I - ' 1 ■ ! I I 1000 

TTTCTCATACGATAAAACeGTGTCATACGTTCTATATCTCGTCTGTCGGGGGGACGACCACCTATATQTCCACCGTACCfiTTGATATCTACAAATGTCAG 



DDI b (axon 2) 



ACCAATATATAAAGAGCSBABAAGTAACTGCTGCAATAATGTBGGTGTCAAATCeCAACACTCACCAGCTGAGTGACTTAAATCATATACAABCTGGATG 

— " I I 1 I I I .... I .. \ I ))00 

TGGTTATATATTTCTCGCCTCTTCATTGACBACGTTATTACACCCACAGTTTACCBTTCTCACTCGTCGACTCACTGAATnACTATATGnCGACCTAC 
• ■ . : DDI b (axon 2) , '__ 



FIGUBE 2 (Suite 1) 
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Pag 



6&CG6rAAGTrATATAATGCCATT66ATTTTATAACTAGAAAT6ACnCATAAGTTCCCTTTTCTCCATAGGTTeATCCATCCA6CTATeGAGACAACAA. 

1 • ' I r - ■ ' I ' ■! i> ■ I ■ ■ ! I I | . izoo 

CCGCCATrCAATATATTACGf^AACCTAAAATATTeATanACTCAAGTATTCAACGOAAAACACGTATCCAACTAGCTAGGTCQATACCTCT 



GACACACTmTTGTATATTSeACfiOTATAAAAnrAAAOCTCGTTCTTCTTTACCCCAAATATATCTATOCTATACCCAT^ 

I I - ■ I " » < M > I " - I""! 1300 

CT6T6TGAAAAAACATATAACCTGCCATATmAGmC6ACCAAGAAfiAAAT66GemATATACATAABBATAT6GQTAAAAAA6GTAAA^ 

AGGCTCATC5ATACAAATCCACTSQATGCTT.TAACCTG6ACTQTAATGflTTnBAACCAQTGAAT6AT6CTCCTATCACACCAGGABATATTTTAGAACC 

1 ^ > I I ""J"! h" -t I' I t I t 11100 

TCCCACTACCTATCTnAGGT.eAkCCTACGAAArT6QACCT6ACAnACCAAAACTTG6TCACnACTAC6A&6ATA6T6TG6TCCTC 



DP1-fa(exon3) 



AGAAAATeeCCACTCTAAAATATCATTCAAWTATnAAMTAATATCAATAGTATfiTGAAAACTACmcCACACTATTA^^ 

' I "I '-' . - l "I I ' " |..-> | . T I isoo 

TCmTACCGeTGAGATnTATAGTAAGTTCTATAAATTCCATTATAGTTAKATACACTmQAKACAGeTGTGATAATBTACCG 



DD1«b(exon8) "^ l ^ 



TCTATGTCTTCTCCCATAATAAnGTTAGATGCTTATTCTTACCTCGACCACAACrBTCTTAnCAnTCCTAAACTAAOATTTTATCAACAAAQTTTAC 

I * "t I \ I I I t I leoo 

AGATACAGAAGAGGGTATTAnAACAATCTACGAATAAGAATCGAGCTCGTGnGACAGAATAAOTAAACGAmGATTCTAAAATAGTTGmCAAAT^ 

TACmTCACTmcmTrrmGAGAAAAAGACCATTGAACAAATATACCrmTAAGGOAAVGTATAAAACATAAATTAGAAC 

\ { 1 ! 1 ^ — '""^ !■ " I 1 p — t t700 

ATGAAAASTCAAAACAAGAAAAAACTCTTTnCTGGTAACTTGTTTATATGGAAAAATTCCCTTACATATTTTGTATTTAATCTTGCACTTTAATCGATC 



FIGURE 2 (Stiite 2) 
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. ■ I • ^ 

GATTTTACAGCGCGCAAAQAeGAAAGGGATAATGACATGGCAACATATGASATAmCAGAGTAflGGACDAATQTTATACnrTTCTGGTTGATGTTCTT 

■> I " ■ I ■ ' ■ ■ 1 ■ ■ ■ ■ t ' ■ ■ I t I ■ — > ' ' ■ I 1 I - I . ■ I ■ ■ ■ . I . ■ t tBOO 

CTAAMTCTCCCCCGTTTCTCCTTTCCCTATTACT6TACCGTT6TATACTCTATACTGTCTCATCCCTC6TTACAATATGAAAAAGACCAACTACAAQAA 



AAA8A6AAATTTGTCTAATCAACTT6GCAAAATACCATATAAAAATATATCTQCAGCATCATmcnTAn6TCTCCAAC6rACrTAAC06AATAAA^ 

I I ' , i - 1 ■ ■ ■ ■ I I I I - -I ■ ■ ■! I | . ■ .. I . ... I igoo 

TTTCTCTnAAACA6ATTA6TT6AACC6TTTTAT66TATATnTTATATACAC6TCQTAeTAAAAGAAATAACA8ACQTTGCAT6AATTGGCTTATTTTA 



. ^ . 1. . • ■ . i . 

. TMATCTGTCnGCCTAATCCTTBTTTnTCCCATCCAAGTCTAGATCCGATABTCATTTGGGCTAAGAGATAATTTTTAGGGCCCACCCATTTTTGCAT 

' I 1 ■ ■ ■ ■ I ■ . . I . • ■ I r | . ■ I, I . 1 . i H , ■ ■ ■ I .1 1 1 1 ,1 ■ I ■ ■ ; \r i , , i , , , i 2OOO 

- ASCTAGACAeAACCGATTACGAACAAAAAAGGGTAGGTTCAGATCTAGGCTATCAGTAAACCCGATTCTCtATTAAAAATCCCGGGTGGGIAAAAACGTA 



TAAAA6AAACAAAT0ATAGTTGATAATTAGGAQ6CTTCCTTCTTTTTCCAACTCCACCCTGTTGCTTACATATGATA6G6AAAATTTTGATCAAQTTTAT 

■ ""» ■■■■ ! ■ - I 1 .1 II M l » I' M I l l 1 1 2100 

ATTTTCmGRTACTAlCAACTATTAATCCTCCCAASCAAGAAAAAGCTTGAGGTGGGACAACGAATeTATACTATCCCrmAAAACTAG^ 



■ i ■ i 

mTCACCAATCATAAATTCAeTCCCATGGGTCCATATAnTTCTASAQTTAGCTTTGGATCATGTTTAGACCACATACTAATAACCAATCGTGOCGAAT 

' ■ ■ * I . ■ I . ■ . . I ■ . ■ ■ I ■ ■ • I I ■ I . I ■ I I I . . . . t ■ . ■ I i ■ ■ ■ I . . . I I I i ' I 1 1 ■ ■ I \ 2200 

AAAAGTGGTTAGTATTTAAGTCAGGGTACCCACGTATATAAAASATCTCAATCGAAACCTACTACAAATCTGGTGTATCATTAnGBTTACCACCGCnA . 



PIGURB 2 (Suite 3) 



BNSCXXSID: <WO OesfiZBeAS I > 



wo 02/36788 PCT/FRO 1/03439 

lb/2B 



CATATATAOCTATTQTTGBTCTCOTACCQGTATTAATMTATQTATTATCTCCTAeCTTGCTCAATAATfiATATATATCCATTTAAAACTBmm 

t t I I ' - I I I 1 I 2300 

QTATATATCGATAACAACCAQAGCATGeCCATAATTACTATACATAATAfiAQBATCaAACGAGmnACTATATATMCTAAAmTBACAM 



ATAAAGATBATGGAfiATTQOTBGCTACACTTTQQATATGACATAAATAACCTGAAACCCGTTGQATTTTGGAAQAAAAGTATATTCACCAAaTGCAGGA 

* ■! i ■ I "\ I | .... | ....| \ I I \ 2400 

rATTTCTACTACCTCTAACCACCGATGTGAAACCTATACTQTATTrATTGGACTTTGGGCAACCTAAAACCTTCTTTTCATATAAGTeeTTCAACGTCCr 



DD1-b<ettn4) 



TCACGCTGGATTCATAACCTGGGGTGGTTATACTAGGAGTCCCAATl^eAAATGCAAGTCCTCCCATGGGCAATGGGCAATGQCCTGQAAAAAACTCAGCA 

I ' " I....! I \ 1' 1 I » 1 1 1 ■ ■ I I I I . 1 1 2600 

^6TGCGACCTAAQ^ATTGGACCCCACCAATATeATCCTCAGGS^ACCTTTACGTTCAG6ASSSTACCCQTTACCCSTTACCGGACCTrTTTTCAGTCQT 

; DD1-b(a)wn4) 

»CTGTTCAAy^TBrrCAATTTGnOATTCTACT6GCCAGGGATATGC^^ 

TCACAAGnnkAAGTTAAACAACTAAGATGACCGeTCCCTATACGTG4TGGCCGAACCCSAGAAGTACA0AGATATTCGfTGTTCTTTACGATGGTTG 

DD1-b(exQn<} 

TTABCACCTTTTTTBATAGCATGTTCTACTATGSGGGTCCAGGCGGTTGCACTGATTAGCAACCTTCAACATTTGAAQCACCCATATAGCnCTCTAATQ 

■ M ■ I ■ ■ I 1 1 ■ 1 1 ■ ■ ■ ■ 1 . , ■ • i i I ■ ■ 1 1 I ■ I ■ I ■ ■ ■ . 1 ■ ■ ■ . t . ■ ■ M ■ ■ ■ ■ I . ■ , . I , ■ , . I . ■ . I 2700 

AATC6T6GAAAAAACTATC6TACAA6ATGATACCCCCAGGTCC6CCAACBTQACTAATC6TTGGAA6TTGTAAACTTCGT6GGTATAK6AA6AGATTAC 



AAATAAAGAGCnCTTTGCCAAGCCTATATAGCTTATCACCAGTTTnTTCCCGATAACCTTGTCACCAGTCTTGTATCATCCTCTATTCAAATCTAATG 

i - I k " i' '* "I I t . '■ ' t I I ■ - I ' S 2800 

TTTATTTCTCGAAGAAACGGnCCGATATATCQAATAGTGQTCAAAAAAABGGCTATTGGAACAQTGGTCAGAACATAGTAGGAGATAAfiTrTAGATTAC 



DD1'l)(BXDn4) 



ACTGTCATATACCTCTAAGTGtTTGGCTCGCCATATGTAATAnATCATATTGCGGAGA 
■ ■■ ! . h ■ I I I > I I I ■ ] ■ ■ i| I ■ I .1 

TfiACAGTATATGGAGATTCACAAACCGAGCGGTATACATTATAATAGTATAACOCCTCT 

DD1»b(exon4) ^ 



Fiam 2 (Suite ^) 



wo 02/36788 
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6CATG6CAACTATAGATGTTTATAGTCACCAACATATAAAGA6CeeACAACTAACT6CTGeAATAArAT6eeTGTCCAATeaCAAGCTTGACCAGAGTGA • 

I . . ORFDDI-qpartlel 

HA.TlOVYaHQHlKSGQVTAA l tttVaNGKLO.QSo' 

TGACTTAAATGATATACAAGCCGGATGBeTGGTTGATCCATCCAGCTATGGACACAGCAAGACACACTTnTTeTATACrQQACGGCTGArGGATACAAA 



200 



ORFDDI-aparttei 



OtNDlQAGWVVOPSSyGDSKTHFFVYWTAOGYIC 

TCCACTGGATGCTTTAACCT0QACTGTAAT6GnnQTACCTGT6GATeATGCTCCTATC«ACCAGGABATACTTTAGAACCAGAAAATGGCCAATCTA 



300 



ORFDDI-apartifll 



STGCF NLD CHCFVPVODAPIT.PGOTLEPENG OS 
AAATATCATTCAAGATATnAAGAATAAAGATGATGQAGATTGGTGGCTACACTrrGGArATGACATAAACAACC^^ 

— 1 . L-_- u 1 1 i 1 » ^— ^-i • ■ ■ ■ i' 400. 



.OKFDDVapBitol 



KiaFKIFfCNKOOGQVVLHFeroiNNLXPVGFWKK 

jSpel |Mcol 

AAGCATATTTACmCTTQCAGGATCATGCTCCAmATAACCTGCCGTCCmTACTAGTTCTCCCAATGGAAATGCAAGTCCTCrc 

' ' ' ' ' ' ' ' ' • ' • — — ' ^ ' ■ ' ^— *. 500 



ORFDD1«apartlel 



8IF TNLQ0HAQFITVBGYT S .C PNGNASPPnQNG 

CAATGGCCTGGAAAAAACTCAGCAAGTGTTCGAAATGTTCAATnGTTBATTCTAGTGGCCAGGGATATGCAGTACCTGmGG&CTCTTCQTGTCTTTQ 

' ' ■ ■ ' ' ■ ■ ■ ' ■ — ' ■ ' * '' eoo 



ORFPDI-e partial 



Q. tfPGKN 8 A5VRNV0FV0S8GQGYAVPVVALRVF 
CAAGCAACACGAAATGCTACCAAGCTABCACCTTnnQATAGCATeTTCrACTACGGGGGTCCAGGCGGCTGCACTGACTAGCAACCTTCAACATTTfiA 

700 



A S N r K* C Y' Q ASTFF'BSHF YVQGP GGCTO 
6GCACCCATATAGCTTCTCTGATGAAATAAAGAG6TT6GTCAAGQATATATAQCTYATCTCCAGTCTTTTCCCCCGATAACC 



-7E 



BNSDOCIO: <WO^023B78aA2LJL> 



wo 02/36788 



PCT/FROl/03439 



ACCATCCTTACAAAATCCCACACCATBTQTCCCTTQTCCTATTBCTAmOTGTTCTTGCAAATCTTeAAACTWAXTAlCAATC^ 

I'l l » I > ' 1 1 I I ■ ■ ■ 1 1 ■ ■ I i 1 1 1 1 .1 1 III I ■ I 1 1 I ■ ■ ■ I 100 

TfiOTABOAAreTTTTACCGTCTCCTACACACCCMCACGATAACWTAAACAACAACAACOTTAGAACnTGATBmTAmAfiQTACTATCAGM 



mm^ iro — ►! ORF DD1~ 

i FflACE 



nPHDVCUVLtLFVVLAN.LETTISIHHSHP 



1 . S 



AACTATBACAGnnATCCCASAATATGAGCTCTTCAnCACaGTCCTGATCCAGTAAG^ 
TTCATACTCTCAAAATAIMGTCnATACfCGAGAAQTAAGTQQTCACGADTAGGTCAnCTTAAGTCCGTASTCGACnABmGOAAC^ 



ORFDDVb 



6* RAGE 



anH V 18 0*44 11' 6 88FT5. AQPYR I EA9AE. SNLV^OlfY 



GCAACATATAQAGCAGACAGCCCCCCTGCTGGTQSATATACAaaTGQCATQQCAACTATABArgrTTACAQTCACCAATATATAAAGABCGAAGAAGTAA 

, \ 1 . I ■ ! l-i K I I — I 300 

COmTArArCTCGTCrGTCGGGeGGACGACCACCTATATfiTCCACCBTACCOTTOATATCrACAAATeTCAOTSOTTATATAmCTCQCnCTTCATT 



0RFDD1.b 



gRACE 



AI(YRADSPPA66TT6.6flATXO.VY8HQTIK8EEV 



rs 



aQCTQCAATAATQTG0GTaTCAAATCGCAAQACTBACCAGCT6A6T6ACTT7IAAT6ATATACAAGCT6GATQGGTG&CTQAT66ATACAAATCCACTQG 

I ■ ■ I " I I " I " " I " ■ I I ■ I ■ ■ ■ 1 I \ two 

CAMACQmnA^^ 



PRACE 



TAAI nWVSWOKTOOLSO L -H 0 10 A 6 W V A D B Y K 8 T G 



.FIGCJRS 4 



wo 02/36788 PCT/FR01/0a439 
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ATGCnTAACCTC6ACTGTAAT6GTTTTeAACCT6T6AATGAT6CTCCTATCACACCA6QAQAtATTnAQAACCA6AAAAT86CCACTCTAAAATATCA 

I ' ' 'I " I i | i... M .. .i I \ I I I 500 

TACGAAATT6GACCTGACAmCCAAAACneGACACnACTACGAGGATAGT6T66TCCTCrATAAAATCnBQTCTTTTACCe8TQAGAT^ 



ORFDDI-b 



6' RACE 



CFNLDCMG FEPVHDAPITPCPILEPEMfiHSRtS 

DDI awplcon . • 

nCAAGATAmAAMATAMGATGATGGAGAmGTGGCTACACmGGATATGA^^ 

I I 1 ' I I I . i. i i. Mi • ■■■ I. I |. ..ii..,! eoo 

AAGnCTATAAAmnATTTCTACTACCTCTAACCACCGATGTQAAACCTATACTGTATnsnGQACTTn 



ORFDM-b 



B'RACE 



F K I F K..N ..K D D - G D. W W .1 H F B Y .D I M W L K P . V C F W K K S r 

DDIamplteDit. 
I gRAOE 



TCACCAACTTGCAGCATCACGCTCCATTCATAACCTeeGGTGGTTATACTAGGACrCCCAATGBAAATGCAAGTCCTCCCATGBGCAATGGGCAATGGCC 

~M • 1 I -^ H . - ■■ ! 1 ■ ' 1 ' ' I | ... I. I | . M l ! ■ I ■ ■ ( 700 

ACTCGTTCAACGTCCTACTCCCACCWGTATTGGACCCCACCAATATGATCCTCAGCGTTACCTTTACCnCABGAGGGTACCCGnACCCGTTACCGG 
^ ^ ORFDDH) 



PfUCE 



FTHCQ DHAGFITtfGeYTRSPN GNASPPHGNCOWP 

- DD1 ampllcon 

amcE 



FIOJRE 4 (Suite :i) 



GNSOOCiD: <WO 02387BBA2 I > 



wo 02/36788 
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T66AAAAAACTCA6CAAGT6nCAAiUT6TTCAAmQTTGArrCTACTGQCCA6GGArAT6CACTACC66CTTe6eCTCTTCATGTCTCTATAA6CAAC 

^ \ < ■■ I .I . 1 ..li. . 1 I |.. M i... I I I I BOO 

ACCTnTTTCAGTCGnCACAAOrmACAAGmAACAACTAABATGACCGGTCCCTATACBWtBGCCOAACCCeABAAeTll^AeAGAT^^ 

ORFDDI-b 

SKftSA3VQH¥QFY<i8rSGG YALFAVALHYS(8H 
^ DDI Bfn gBcon_^_ ( 



AAQAAAT6CTACCAAGnAGCACCTrrm6ATAeCATGTTCTACTACGe6G6TCCA66CGGnGCACTGATTAGCAACCT1tAACATnGAA6CAC^ 

■ I - ' ■ \ 'I " "I 1 ' .. I ' "f -'l I. I ' I I 900 

TTCTTTACQAJGGnCAATCGTGQAAAAAACTATCSTACAAGATeATQCCCCCAGCT^ 

.. • . • 0HFDD1-b . : • ■ ' itfUTR— — * 

KKC YOYSTrFDaHFYYGGPGOCTO. 

yRACE • 

TATACCTTCTCTAATCAAATAAACABCTTCnTGCCAACGCTATATACCnATCACCACTTTTmcCCQATAACmGrCACCAnTCTTCTATCATOT 

— "I ' i — 1 1 ' — ' I I i — » ■ ■ ■ ■ I ■ — i " >> r 1000 

ATATCQAAQAGAnACTTTATTTCTCGAAOAAACCanCCQATATATCCAATAGTCCTCAAAAAAACOeCTAnaQAACABrCQTCACAACATAQTACQA 



■B-UTR ' 



S'RACE 



CTATTCAAATCTAATBACTOTCATATACCTCTAAGTOnTGBCTCGCCATATGTAATATTATCATATTBCGOAOA • 

1 1 I I I 'I 1 ."I 107S 

GATAAOTTTAQATTACTQACAQTATATQQAQATTCACiUACCGAeCGQTATACATTATAATAGTATAACGCCTCT * 

' gum 

■ ffRAOE • • I - 



FIGURE 4 (Suite 2) 
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GATCCTATATTATGATATTCTGAACAACAAGCTACCAATrrCTCCTCnnCTAGCGTGTeGCACTTACCTCTQGACGTCAGGACTGCAGTCAGTCTCCA 

I ■ ' ■« ' » ■ ■ ' ■ I I I . 1 .1 . I I ■ . > I I ■ 1 ■ 1 I ■ . i . . J ■ L ^OQ 

GGGTTGTCeTCGTCTGTTCAtACGTACTTACACNTCCTGTATGTATTCTCACTGTATACGTTACGTTACATeCATTGAATCCTTATCAGCACGTTAAACC 

- ' ' ' ' • • ' — r* ' ' ' ' ' ' ^ 200 

TTAnAATTTATTTTACAAAAAAACAGAnAGGACCACCCSTnCAACTCTTCTCTCGAGTATAGTTTTAGTTTCCCCTCCCGAACCAAAGTCGCCCTGG 
. — , . , 1 , 1 , . . , , . , . u 9Q0 

CCAGTGCCGTGTCCAAGTGACGAeGCGTCTGGnTTGACCACACGATAACACQGGCCTGCAGTTAAfiCGCAATGTATGAATAAATTACGACBATGeACCT 
— ■ . ■ ' ■■ ' AOQ 



CCABGTnTgAAGCj^CTTGTCGTCATCgCAGCTOTCCGOTCCAAAGCGTCACOBTCgTW^ 



600 



CCAGeCCGCAAAGCCAAffCCACCAAGCTACCGCATCGCATTACTSGCTCTGCrAGCTAGAGTASAATACrCTGTCCeTCArGAGfiCAGCTAGCAGCATGT 

■ ' ' I ■ ■ I I I 1 . ■ » ■ I QQO 



TermAATnCTGTGCATACeACTTGTAACAGTTGGCATGTGTTrTTGGnCATCGOAAAAAAATTGCCGGAnCXGAATGTAAGACCACnQTCQTC 

, • ' ; \ ' . ■ ^-r- — — . ■■ ' ■ . ' '• — :r ^'T^ . 

CCTGAT6AATTeTTCAATGT6ATGTCCT6AATQTCTTCCT6CAATT6TATCAATCATCT8TG6CTT6CT6G6ATATATAAQAB6TAG6TG6AA6AflAAAA 

' ' ■ ■■ , " ' 800 

fiAAAACAGTGTGAGTGTGAGtAGTAGTGGCTACTGGCTAGGGArGCTTGCGACAAGGTCCATCCAAGAGCCATGCCAGAGGCGACGAAGCGAACAflAAGG 
— ' ^ ' ^ ' ' ' » ' • — ' ' ' — * ' ' GOO 

AGACAGAGATATAGGATTA6CTAGGAG6AG6GGTCCATCCAGAAACC6AT6CTTAG66TA6G66ACACCAT6CTCCATG6AT6GGTATAT6GGGCT66CA 
1 t ... ... t » ' ■ ' " — ^ 1000 

ACCAAGTAGGGAGGGTTTGCGCCTTGTCGCX&TGCCTCGTCeCCCGGAAACCBATGCTTTGGaiCfiCnGCTGCGCTGCTTW 

1 L ■ ■■■ ' J ■ « ' ^-r-*- f • ' «■ 1100 

nCTTGTGTTGGCGTCGCCTGGACCtGGACTCGACTGTACTGOACACeAGTGGATCATCAGCAGQGSCCOTCTGCCTCeCTCCACC 

' « ' ' ■ ' ' ' ' ■ ' ' ' « ' ' ■ 1200 

G6TCATGCTGCTT6CAAGCT6AGB6ACAAAGCCCCQATAGAQA66TAC6TA6CQAGCT6AG8GAACAGCACACAATTCQAACTCCACCGATCTCATTAAC 
. 1 . 1 . 1 ' ■ ' ' * — — ■ ' 1300 



ATCTTTGTGSGATCAnTCTTGTAAGBATAAACCTCTAGCTACGTACGTATT 



FIGURE 5 



1400 



BNSDQCtO: <WO 02987BBA2 I > 
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AAATGAATAGGTTTnCAAGGCTTCGTCQCATATMCCTCTTGTmCCAATnCCTQmAGQCBCTAAGACTAmAACmAGTm^^ 

^ — 1 1— 1- -i . 1 1 1 . u— 1— 1— — 1, tsoo 

CA6AC6CCGAACT6GCATAACAAAnAACAATCCCCTGTCCTACCC6A6CCCACT6TT6CTACCTCCCTCTCAGTCAGTA6CGGATCCAGeATTC6TAAA 

■ • ' • ^- — • ^ ' — • ^ [ — y — ^ — • ' — -J ^— »• IGOO 

TAG&CTGGACTAGTATATAAACAACTAACAATCATCAACAATTBTATATATATATGCGACTAACAATCTATATGCGACTTATTTTCCCTGGGTTATTBTG 
, i , . . . . 1- . 1 ^ 1 . 1700 

AAGCTCCACAAAGCTQTAATCCCCTCTGGCGACACATAAAeTTATTTnGTACTCAGTAGTGAATQCATTAATTABnCTTTCTCCATATATTGTTAm 

1 . , . , . 1 . , 1 1.^ . . . . . 1 U )QQQ 

TGTTCTCTTGCCCTOCTTTGAACTCCAATTATGATnTGCCCTTGTTTTTATTCACTTCGTGAmTACTTGTACnCTTTAAAAA^ 

■ ■ ■ ". ' ' ' .. t . , . , l i ■ . I, , , I )BQQ 

TTGACTCTATTATAGTTGAGTCCeGACTATATATACAGAATTCTCATACTATTATATnTCAGCATeAACTACAC^ 

— — 1 . 1 i^--*J . 1 . 1 ' " ' ' * ' ' 2000 

AGATAATATGTTACnCTAAATBTATATATCGACATATATTACTATTTTACATGTCTAAATCAACAACCTrrTATATCTSCGTAAATACATTGAGCAACA 
, 1 . i ^ ' I. , I i »— — . 1 . » I . u 1 » u 2100 

ACTCGCGCCTAGTGaAGACATACmAGCBATATGCATACGATTTnACCATGTGTGrcAAGAiGAAAAAATGGTCCTCTCACTAAGGCTCTATGAAA^ 

' » I " ' ■ «- — ■ ' . ' * ' ' ' . 1 ■ ■ ■ I » ■ ■ ■ . I I .1 , I ' 1 2200 

' GGTGATCAGTAAA6AAATAAC6ACTGACC6A6CAA6CmGCTAA6T6GA6GAGAi;TBM:A6GGAG6CTATT6 

— ■ > ■■■.. .I .. . . i 1_- 1 ■ ■ • L— * , ' ■ ' ' ' ' * ' ' ^ 2300 

GAQCCCGCTGCACTGTeATCAAACAAGCTTOACCTCCAATCACGABCAAGCAAGCTACCAGCAAGCTCAAGTGnTGGeGfiGACTTGTGAGTATAGATA^ 
« ■ ' — ^- « ' ' ■ ' ■ ' — 7^ ' ' « ' » ■ 2400 

115531" 



ATAGGGGTGTTTGAATACACTAGAGCTAATAGTTAGTGCCTAAAATTAACTGAAGACATCTAAACACTCTAGTTAATAGTTCAACTATTAGCTATTTTTA 

— 1 ^ 1 1 2600 



I IR14JD ^ 



IR1-U 



BLAST1 



GTAAATTAGTTAATAGTTAGCTAGCTATnfiTTAGTTAGTTAATTCCACTAGCAAATmTAGCCAACTAACTATTAGCTCGABTGCATTCACACCCCTA 

' " gPOQ 



I IR1B4. 1 \ tRIB-R I iPrtraeraosd^) 

• • • BLAST.1 . . I 



FIGURE 5 (SuitBl) 
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Paoe2 

AAGAAGGAT6G6ACACBArc*rACaS6TMTGCrAAMATGTTTTTnit!rT6TCCAi:A6mGCT 

" ' ' . i. ' ' ' . ' ' ' ' ' I ,8700 

3 ••■ • ■ •-. ;• • • ■ 

GQGTTeGGAQACCATCCCCCATGCCGGCAATTATTATTTnTGCTQATACTAATACTAATATAACCCAACTAAGCACATCTATGGCAATrATTATTTTAG 

- • ' - - • I ■ ■ ■ • ■ ■ . - - . > . p ■ 

I • R6-1 y 

CTAGCATTTTTTTCATGTATAGAAAGftTGTAAATCftTTCCATTCCAACTAAGCATATCTCTTG^^ 

\' RB-2 ) 

TTGCTTTTeTTGATACTAATATTAATATATCCCAACTAAGCATACCTCTTACQATTATCATnCAGCTACCACATCTCnACTeTCCAGCQAAfiCATATC 

— t , » ' 3000 



2800 



2800 



RB-S 



> 



TCnTCTATATAGAAACATBCAATAfiACTAmCAACTAGTCAACACTAGTCAAACATATGGCA^ g^Og 



I IR94- \ IR3-R I * 

CBCCCArAACACCCTCCACytCTATCACCTCCATCACGAroATATTTCCEAATC^^ 

|tH44. |1R4^^ I 

•GCTGATACTAATATGATAtATCCCAACTAAGCATATCTCTTACAATTAnATTTTACCTAGCAAATCTCn 

. ^ — u . ' ' ' ' ' ' ' ' ' ^ 3300 



; . RB-B 



CAACTAAGCAAACCTClTGGTArTATTAAGCTAAGCACAGATTGTGCTATATATGTAGTTGCTnATCCnGTATTATTGCTGATTGATGCTAATATTGA 

■ * ' ' ' ■ ' ' ' ' ' ' ' 1 1 ■ I I f I II I I I SHOO 



CAACTAAQTTCrrATCATTATTTnAQCCABTGAATATCTTCCTATATACAAABATATAATAAACCATTCCAGCTAAGCATATCTCTTQCAATTATTAAG 

3500 



Re>e y 1 Rfr7 y 



W7-L 



OTTAGAGTATAtTGTGCTATATATAGTTGCnTGTCCTTOTTTTCTAAASQTfiCTTATTTTCACrTQACTABAaAAATATAACCATCCTTACAAAATQ 
. u.^— , ^ 1 . . . ■ ■ ■ >^ 3598 

I Primer Qm • | 




FIGURE 5 (Suite 2) 
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CCT6TGCCTATAAATAQT6AACAGTAnCCTTfACTQTTCACGCATTCTTG7AATTGCMTCeCATCAnCQQ8AAtCAATCnTQCCAA6GCAQAQGT^ \ 

1 ' ■ ^ « ' > ' t ■ ■ ■ I ■ ' t ■ , t I I J]JQ 

\ Blafit2(LTRCt>1) • 

TAACTCTAnCAATGATTCAATATATATATTQATTAAATATGATATGAmATTTATCTTTCACTTACCmOATACCTTATQTTTTAU 

aaEt2(LTRC&v1) 

CAATCTATTGTAATTCOACTACGAAGACnAACCTTCSTAATCGTATTCTCGTCAACCnCGTCCAABeTrCATTATCrrCAAGfiOAATAATC 

' ' ' ' ' ' •" ' 300 

aact2(LTRCty1) ' 

6ACGAA6QACQTTA6CAmAACATTCTAT6mCC1T6TrcmAnCAGA6CATTTiBA6AACAAGTCCCCAACAGGe0ACCT0AGT0AGT7GATA^ 

I . . ■ . I I ■ ■ , t I . ■ ■ I .1 ■ ■ I I ■■■ I II I I.I. . 1 1 I I . 1 .. I . I 4QQ 

Blaatg<LTRqn-1) . I Prifnef£04^> I 

TTTTAAACCCCAAGATGQAGCCAAGTmAAAATCAATAAAeTnccmAT(;AATAACAGn6CA^ 

■ ■ ■ I ■ ■ ■ I I 1 I II! I ■ 1 I I ■ I I I I . 5QQ 

CTAOATGGGTTAAAOCACATGTAAAAATQTCCTATATGCTACCTBGATTATTGTdA'GGCTO 

— fc- — " . i. .. . .. . . — ■ . ' — • ; ' . ; ■ — ^ooo . • 

TAnTTTQTACTTACTAGTGCATGAATAATTAGncnTCTCCATATATTGTTAnGTCCCTACnTGAACTCCAATTATOATmGCTCTTGnTTTAT 
' » ^ • i — ■ : ' ■ ^— — * ^ » ' 1-700' 

TCACTTCQTOGTmACTTGTACmTTAAAAACGAAGCCTTCACaATCQATCCACTATniUATCCTCTCTCACGG 

■ ■ ' ■ — — ' — ' : ■ ■ ■ ■ ■ 1 . ■ ■ ■ I 800 

TTBABTCCGGACTATCCAAfTTAAAGAAAATCCTTTCAQCGTmC^^ ^ 

TAAACCQATCAQTAGATACAAGCTQAGACCACAATQAnAATTGAAnAGATnGATGTAAGCTeAAATATCAAGeCATAGAAAATTQAGGGAAAA^ 

^ . . ■ " ' ■ ■ ■ ' — — — "" ' • 1000 

ATCAQTAQATACAABCTGATACCCCAAGGACTnCCCACACACCCAAABAGATGTACTACCnCGnCTCCAATATTTBTCCBCSACCAGnCAmTTG 

' . ■ ' * ■ ■ ■ ■ ■ ■ I ■ ' I itOO 

I BLAsra 



' FIGUBK 6 
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AACTAAAACGT6ACAAATAAAAAAACA6A06dACTACCACACMACCACTCAAe6AAAMA^ 

■ ■ » ■ I > ■ ' ' ■ ■ ■ ■ « I ■ ■ ■ t t 1 I I I I , I . , I ^200 

BLASTS 1 

ATABAOATGCCAAOMTAAAOBQTAAAOCQATAQTTCAACAA^ 

I pyfrnBf204(1J) n 

TAATATACTAACATAGAAGTCAAGGGCAAGGCCAAAGAGGGGeTAGACGGAGGCAACCCTTATATATGGTAeACATACnATTTTTACC^ 

« ■ ^— -« — 1 ■ ■ ■ ■ t , L 1400 

AAj^CAAnOGTCCTCCTCTCACrATGGCfctATATATGAA^ 

AGT6AAGG5AGQCTATT6TTCTACAAGCAGA6QAGCTCAAGAACCGGCTGC0TTGTGCATCCAATCACGABCAAGCAA6CCATCACCA{» 

' » ■ ■ ■ ■ ' ' ■ ■ ■ ■ ^ — ' ■■ ' — ■ ■ ' ■ ' 1600 

TfiGTTGGGQTQGGGTOAGTTGTQQBTATAAnAAATAAATAAATAAGGATGeGACACOATCACGCGGeVcACGATTGACAGTOTCCAAGT^^ 

■ ■' ■ ■ ■ ■ — ' ■ — • 1700 

GCAAAATGCGmTnTCGGTGTCCACGAnCGGTTAGATACGCTGTGGCAAAGCTAGGACATGQAGAATTGAAGATGGGGBTTGGAGGACCCTCCCCCT 

— 1— -J u« — . . 1- — L- 1 x- I ... ■ » .... I ' « 1800 

TGCTGGCAATTAnAnTTTTOCTGGTACTAATACTATTATAACCCAAnAACCAQATCTCTTCCAATTAmTrn 

- — . 1 ■ ■ ■ ' ■ ■ " ' — »— ' ' ■ 1900. • 

\ I ^) ) 

AAAGATGTAAATCAnCCATTCCAACTAAGCATATCTCnGTAGnATTAAGGTMGCATATATTGTGCTATATATAGTTTGCACTCTTGCTGATAATAA 

— 1 . 1 . — -1- L_ — ' ■ ■ — « j^ - .' ' — ' " 2000 

1 R6>2 ^ ' 



FIGURB 6 (Suite 1) 
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HUEROS ET AL: "molecular characterization 

of BETl, a gene expressed in the endosperm 

transfer cells of maize" 

PLANT CELL, AMERICAN SOCIETY OF PLANT 

PHYSIOLOGISTS, ROCKVILLE, MD, US, 

vol. 7, no. 7, juin 1995 (1995-06), pages 

747-757, XP002116518 

ISSN: 1040-4651 

c1t6 dans la demande 

le document en entler 

HUEROS 6RE60RI0 ET AL: "Identification of 

a promoter sequence from the BETLl gene 

cluster able to confer 

transfer-cell-speclfic expression In 

transgenic maize." 

PLANT PHYSIOLOGY (ROCKVILLE), 

vol. 121, no. 4, d§cembre 1999 (1999-12), 

pages 1143-1152, XP002176150 

ISSN: 0032-0889 

c1t4 dans la donande 

le document en entler 

HUEROS GREGORIO ET AL: "Evidence for 

factors regulating transfer cell-specific 

expression 1n maize endosperm." 

PLANT MOLECULAR BIOLOGY, 

vol. 41, no. 3, octobre 1999 (1999-10), 

pages 403-414, XP002176151 

ISSN: 0167-4412 

clt^ dans la demande 

le document en entler 
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Cadre 1 Observations - lorsqu'il a ttU estbn^ que certaf nes revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherdip 
(sufte du point 1 de la premlfere feuine) 



Confonn^ment k rartlde 17.2)a), certalnes revendications n'ont pas fail Pobjettfune recherdie pour tea motifs sulvants: 
I I Les revendications n®* 

— se rapportanl k un objet h l'6gard duquet Padmlntstrallon n'est pas tenue de proodder k la recherche, h savoln 



2. H 1^8 revendications n" 13 P^rtl ally 

ee rappoftent a des parties de la demande Intemationaie qui ne rempllssent pas siiffisamntent las conditions prescrttee pour 
qi/une recherche slgnlUcatlvs pulsse 6tre effectude, en partlcuUer: 

voir feullle supplemental re SUITE DES RENSEI6NEMENTS PCT/ISA/ZIO 



3. I J Les revendlcattof^s n** 

— sont des revendications d^pendantes et ne sent pas rddlg^s confonn6ment aux depositions de la deuxl^me et de la 
troisi^me phrases de ia rdgle &4^). 



Cadre 0 Observations - lorsqu'il y a absence d'unltd de rinv^ition (suite du point 2 de la premik'e f euiile) 



L'adnAUetratlon chargee de ta recherche tntemationede a troiive plusleurs Inventions dans la demande intematlonate, h savotr: 



1 . I I Comme toutes les taxee addiUonnelies ont ^te payees dans lee dSlalB par le d^posant le prtont lappoit de recherche 
> — ' Internationale porte eur toutes les revendications pouvant faire robjet cfune rBGheich& 

2. EH Ccmms toutes les recherches portent eur les revsndlcations qui e*y prttalent ont pu Stre effiBCtutes sans effort partlcuier 

justifiant une taxe addlttonneBe, radnntnletration n'a solilcltd le palement tfaucune taxa de cette nature. 



3. Comme une partle seulement des taxes addlfionnelies demandtes a peyte dans les delals par le dsposant, ie prtent 
I — ' rapport de recherche intemationaie ne porte que sur les revendicatione pour lesquelles les taxee ont 6t6 payees, k savoir 
les revendications n*" 



□ Aucune taxe additlonnelle demandee n'a et6 pay6e dans les ddlals par le dsposant En consequence, ia present rapport 
de recherche intemationaie ne porta que eur flnventton mention n6e en premier Oeu dans les revendlcattons; elle est 
couverte par les revendications n ^ 



Remarque quant k la rfoerve |^ Les taxes addltlonnelles 6talent aocompagndes dune reserve da la part du ddposar L 

I I Le palement des taxes addltionnelles n*dtalt assorti d'aucune reserve. 
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Suite du cadre 1.2 

Revendl cations nos.: 13 partially 



La revendl cation 13 presente ont trait a une tres grande varlete d' 
acldes nuclelques caracterls^ en ce qu'lls comprendent au molns 12 
- nucleotides cons6cut1fs. 

Un fondetnent au sens de L'Artlde 6 PCT et/ou un expose au sens de 
TArtlcle 5 PCT ne peut cependant etre trouve que pour un nombre tres 
restrelnt de ces acldes nudelques revendlques. Dans le cas present, les 
revendlcatlons manquent a un tel point de fondement et Texpose de 
Tinventlon dans la description est s1 llmlte q*une recherche 
significative couvrant tout le spectre revend1qu4 est Impossible. 



Par consequent, la recherche a ete limlt^e aux parties des revendlcatlons 
qui pr4sentent un fondement et un expose, c'est I dire 1es parties ayant 
trait aux sequences SEQIDs 13 a 17 et 20 I 32. 

L'attentlon du deposant est attlree sur le fait que les revendlcatlons, 
ou des parties de revendlcatlons, ayant trait aux Inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabll ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport prelimlnaire d*exainen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la llgne de condulte adopt§e par rOEB 
aglssant en qual1t§ d' administration chargee de I'examen prelimlnaire 
International est, normal ement, de ne pas proc4der a un examen 
prelimlnaire sur un sujet n'ayant pas fait Vobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, Ind^pendarament du fait que les revendlcatlons 
aient ou n'alent pas ete modif14es, solt aprds la reception du rapport de 
recherche, solt pendant une quelconque procedure sous le Chapltre II. 
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